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1. BEVEZETÉS 
 
A növényi vírusok gazdasági jelentősége felbecsülhetetlen, egyes szerzők 
szerint a mezőgazdaságban bekövetkezett termésveszteség és minőségromlás 
feléért is felelőssé tehetők. Évről évre újabb vírusok kerülnek azonosításra, sőt a 
technikai lehetőségek fejlődésével ma már olyan vírusokat is azonosítanak, melyek 
látható tüneteket nem okoznak. A már régóta ismert vírusok is folyamatosan 
változnak, megújulnak. A környezeti viszonyokhoz történő alkalmazkodás során 
újabb, korábban nem fertőzött területeken jelenhetnek meg adott vírusok, illetve a 
korábban is jelenlévő vírusok új variánsai kerülhetnek előtérbe például a 
magasabb hőmérséklethez történő alkalmazkodás során. A globalizációs 
folyamatok és a nem mindig megfelelő karantén viszonyok is hozzájárulhatnak a 
korábban egy adott régióra nem jellemző vírusok megjelenéséhez, amik a már 
jelenlévő vírusokkal versenyezhetnek, de akár szinergizmus révén a korábbinál 
súlyosabb járványokat is kialakíthatnak. A vírusok elleni védekezési stratégiák 
kialakításában fontos szerepet játszik rezisztencia gének beépítése a termesztésbe 
vont fajtákba. Ezek a rezisztencia gének általában csak időleges megoldást 
jelentenek a vírusfertőzéssel szemben, és előbb-utóbb megjelennek a rezisztenciát 
áttörő vírustörzsek, majd ezek idővel dominánssá is válhatnak a 
víruspopulációban. Ezeknek a mutánsoknak az eredete mindig kétséges, 
kialakulhatnak a korábban jelenlévő víruspopulációból mutációval, illetve 
rekombinációval, esetleg a termőföldeket körülvevő természetes ökoszisztémában 
korábban is jelenlévő, de addig nem domináns izolátum is előtérbe kerülhet.  
Az uborka mozaik vírus (Cucumber mosaic virus, CMV) minden 
szempontból az egyik legsikeresebb vírus. Gyakorlatilag nincs olyan terület a 
világon ahol mezőgazdasági termelés folyik és a CMV ne fordulna elő, 
megtalálható trópusi területektől egészen az északi vidékekig. A CMV 
gazdanövény spektruma hihetetlenül széles, mind egyszikű mind kétszikű 
növényekről leírták, éppúgy megtalálták lágyszárú, mint fás növényeken. A 
különböző izolátumai ugyanazon a gazdanövényen is a legváltozatosabb 
tüneteket alakíthatják ki, az egész súlyos, a növény pusztulását okozó nekrózistól 
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az alig látható halvány mozaikig széles skálán mozognak a megfigyelt 
betegségtünetek.  Természetes ökoszisztémákból is a legváltozatosabb 
növényeken azonosítottá a CMV-t. Ugyanakkor a vele legszorosabb rokonságban 
levő, felépítésében és működésében hozzá nagyon hasonló paradicsom 
magtalanság vírus (Tomato aspermy virus, TAV) és a földimogyoró satnyulás vírus 
(Peanut stunt virus, PSV) messze nem tekinthető ilyen sikeres vírusnak, 
elterjedésük és gazdasági jelentőségük lényegesen szűkebb.  
Az elmúlt két évtizedben a molekuláris biológia módszertanának fejlődése 
megteremtette a lehetőségét annak, hogy a korábban leírt változatos patológiai 
jellemzők kialakulásának okait megpróbáljuk feltárni, megtegyük az első 
lépéseket afelé, hogy megérthessük azt, hogy egy igen egyszerű, csupán öt fehérjét 
kódoló örökítőanyag fehérjeburokba csomagolva hogyan képes drasztikus 
betegségtünetek kialakítására. 
Munkám során az egyik legrégebben felfedezett és legváltozatosabb 
növényi vírushoz az uborka mozaik vírushoz és rokon vírusaihoz kapcsolódó 
munkáimat foglaltam össze. Különböző CMV izolátumokkal dolgoztam, melyek 
között szerepelt dr. Beczner László által az 1970-es évek végén gyűjtött izolátum 
(Trk7-CMV) éppúgy, mint az 1990-es években izolált, a világon legelterjedtebb 
izolátumokhoz hasonló tüneteket mutató izolátum (Rs-CMV), illetve egyedi 
patológiai jellemzőkkel rendelkező izolátum (Ns-CMV) is. Kísérleteinkbe szintén 
bevontuk a két legközelebbi rokon vírust, a TAV-ot és a PSV-t. Megpróbáltunk 
hozzájárulni annak megértéséhez, hogy a betegségtünetek és a gazdanövénykör 
változatosságának meghatározását illetve ehhez kapcsolódóan a vírusok 
változatosságát és változékonyságát milyen tényezők befolyásolhatják. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
 
Az uborka mozaik vírus (Cucumber mosaic virus, CMV) névadója a négy 
tagot számláló Cucumovirus nemzetségnek, ahová a CMV-n kívül a paradicsom 
magtalanság vírus (Tomato aspermy virus, TAV), a földimogyoró satnyulás vírus 
(Peanut stunt virus, PSV) és az utóbbi időben füzéres díszcsorbáról leírt Gayfeather 
mild mottle virus (GMMV) (Ian és mtsai., 2009) tartozik. A Cucumovirus nemzetség 
az Alfamo-, Ilar-, Bromo- és Oleavirus nemzetségekkel alkotja a Bromoviridae 
családot, mely számos más víruscsaláddal együtt a Nidovirales rend tagja 
(Roossinck és mtsai., 1999a). 
 
2. 1. A cucumovírusok jelentősége 
Az uborka mozaik vírus egyike a legrégebben ismert növényi vírusoknak. 
Az Egyesült Államokban 1916-ban írták le először sárgadinnyéről (Doolittle, 1916) 
illetve uborkáról (Jagger, 1916). Az azóta eltelt években a világ szinte minden 
országában megtalálták, mind mérsékelt égövi, mind trópusi területeken. A CMV 
szélsőségesen polifág, az összes ismert vírus közül a CMV rendelkezik a 
legszélesebb gazdanövénykörrel, mintegy 85 családból több mint 1000 
növényfajról írták le (Douine és mtsai., 1979; Edwardson és Christie, 1991) és ez a 
szám folyamatosan növekszik. 
A CMV a termesztett növénykultúrák, különösen a zöldségnövények egyik 
legjelentősebb víruskórokozója (Tomlinson, 1987), de a dísznövénytermesztésben 
is komoly károkat okoz (Flasinski és mtsai., 1995). Súlyos járványokat is okozhat, 
például leírtak a CMV által okozott paradicsom nekrózis járványt 
Franciaországban, Olaszországban és Japánban, banánültetvények mozaikosságát 
Marokkóban és Közép-Amerikában, vagy az édesburgonya mozaikosságát 
Izraelben (összefoglaló: Palukaitis és mtsai., 1992). A CMV hazánkban is az egyik 
legrégebben leírt (Szirmai, 1941) és gazdaságilag is az egyik legjelentősebb 
növényi vírus (Horváth és Beczner, 1983), ezért az ellene való védekezést mindig 
aktuális feladatként kell kezelnünk (Gallitelli, 2000). 
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A CMV fertőzés okozta tünetek igen változatosak lehetnek, ami 
nagymértékben függhet a vírusizolátumtól, illetve a gazdanövénytől. A 
leggyakoribb tünetei a levelek mozaikossága, esetleg deformációja (1. A ábra). 
Paradicsom növény esetén tipikus tünet a levelek elkeskenyedése, az ún. 
páfránylevelűség (1. B ábra). A leveleken megfigyelhetünk nekrotikus foltokat is 
(1. C ábra), de terméseken is okozhat tüneteket (1. D ábra). Igen látványos 
cirmosságot is okozhat különböző növények virágjain (1. E ábra). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. ábra A CMV fertőzés tünetei: A: cukorrépa, B: paradicsom, C: paprika növény, 
D: paprika bogyó, E: ibolya 
 
Laboratóriumi körülmények között könnyűszerrel jellemezhetők egy-egy 
CMV izolátum patológiai sajátosságai, a természetben azonban gyakran nem 
tiszta CMV fertőzéssel találkozunk. A vírust sok esetben kevert fertőzésekből 
izolálják, ilyenkor az eredő tünet súlyosabb lehet, mint az együttesen fertőző 
 A  B 
 C  D  E 
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vírusok tünetei önmagukban. Jól ismert példa a CMV tüneteinek súlyosbodása 
Potyvírusok jelenlétében, amit a két vírus szinergizmusa okoz (Pruss és mtsai., 
1997; Wang és mtsai., 2002). 
Míg a CMV gazdanövényköre és elterjedése a növényi vírusok között 
szokatlanul széles, addig a PSV és a TAV gazdanövényköre lényegesen szűkebb. 
A PSV természetes körülmények között elsősorban a Leguminosae, Chenopodiaceae 
és Solanaceae családba tartozó növényeket fertőzi, a TAV pedig főleg a 
Chenopodiaceae, Compositae és Solanaceae családba tartozó fajokon található meg 
(Kaper és Waterworth, 1981). A PSV fertőzésnek komoly gazdasági jelentősége a 
földimogyoró termesztésben van, míg a TAV fertőzés a krizantém termesztésben 
okoz komoly problémákat (Kaper és Waterworth, 1981). Hazánkban a PSV az akác 
legfontosabb vírus eredetű kórokozója (2. ábra). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 2. ábra PSV tünete fehér akác levelén (Fotó: Kiss László) 
 
Mindhárom vírust főleg rovarvektorok terjesztik. Legalább 75 levéltetű 
fajról bizonyították, hogy terjesztehtik a cucumovírusokat (Fritzsche és mtsai., 
1972), legfontosabb ezek közül a Myzus persicae és az Aphis gossypii. Mind a három 
vírus mechanikai úton is átvihető, így fóliás termesztésben is komoly károkat 
okozhatnak. Számos esetben figyeltek meg magátvitelt is, így a 
vetőmagtermesztés nemzetközivé válása a vírus terjedésének újabb lehetőségét 
hozta. A vírus magon belüli lokalizációja csak néhány esetben ismert, például a 
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tyúkhúr (Stellaria media) esetében az embrióban, míg a vad uborkánál (Echinocystis 
lobata) az endospermiumban található (Palukaitis és mtsai., 1992). A 
gyommagvakkal történő magátvitel jelentősége igen nagy, mivel gyakran a 
gyommagvakban áttelelő vírus jelenti a következő évben a természetes fertőzés 
forrását. 
 
2. 2. A cucumovírusok jellemzése 
Mind a négy cucumovírusnak hasonló a morfológiája és a 
genomszerveződése, azonban jól elkülöníthetők egymástól szerológiai 
tulajdonságaik és nukleinsav sorrendjük alapján (Kaper és Waterworth, 1981, 
Diaz-Ruiz és Kaper, 1983).  
A cucumovírusok részecskéinek fizikai tulajdonságai rendkívül hasonlóak a 
Bromoviridae család más tagjaihoz. A virion mintegy 29 nm átmérőjű, csonkolt 
csúcsú ikozaéder alakú (3. A ábra). A kapszidot 180 egyforma köpenyfehérje 
alegység alkotja (Finch és mtsai., 1967), a víruspartikulumok belsejében 
megfigyelhető elektrondenz állomány a vírus genetikai anyaga, de 
rendezetlensége miatt a vírusrészecske röntgendiffrakciós szerkezetében az RNS 
molekulák atomi felbontású szerkezete nem határozható meg (3. B ábra).  
A                    B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. ábra A: Az uborka mozaik vírus morfológiája krio-elektronmikroszkópiával 
nyert adatok alapján B: Negatívan festett CMV virionok elektronmikroszkópos 
preparátumon (Fotó: dr. Szabó László).  
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A genomi RNS elektrosztatikus kölcsönhatással kötődik a kapszidhoz. A 
vírusrészecskét is elektrosztatikus kölcsönhatások tartják össze, ezért a virion 
szerkezete könnyen megbontható gyenge detergensekkel, vagy nagy 
koncentrációjú sóoldatokkal. A köpenyfehérje alegységek laza illeszkedése a 
vírust érzékennyé teszi ribonukleázok hatásaira is. A 180 köpenyfehérjéből álló 
vírusrészecskét 60 darab kvázi háromfogású szimmetria tengely menti 
konformációjukban kicsit eltérő köpenyfehérjék trimerje (A, B és C) építi fel (Finch 
és mtsai., 1967; Smith és mtsai., 2000). 
 
2. 2. 1. Genomszerveződés és fehérjeexpresszió 
A Bromoviridae család többi tagjához hasonlóan a cucumovírusok örökítő 
anyaga is három, egyszálú, mRNS orientációjú RNS molekulákból áll (4. ábra), 
melyek hossza 3,36; 3,05 és 2,22 kb. Az egyes és kettes genomi RNS-ek külön-
külön vírusrészecskébe csomagolódnak, míg a hármas RNS a szubgenomi négyes 
RNS-sel csomagolódik egy víruspartikulumba (Lot és Kaper, 1976). Mindegyik 
RNS 5’ végén az eukarióta mRNS-ekre jellemző 7-metilguanozin sapka található 
(Symons, 1975). A 3’ végek erősen konzervált szekvenciamotívuma magnézium 
ionok jelenlétében tRNS-szerű másodlagos szerkezetet vesz fel (Joshi és mtsai., 
1983; Rietveld és mtsai., 1983) és a CMV esetében acetilálódhat (Kohl és Hall, 
1974), míg a TAV-nál ez nem fordul elő (Joshi és Haenni, 1986). Ez a struktúra a 
vírus replikációjánál az antiszenz RNS szál promóteréül szolgál (Sivakumaran és 
mtsai., 2000). 
A cucumovírusok genomja összesen öt fehérjét határoz meg, az RNS1-en 
egy, az RNS2 és 3 molekulákon 2-2 gént találunk. A bicisztronikus RNS-ek 3’ 
végén elhelyezkedő 2b, illetve 3b gének azonban nem közvetlenül a genomi RNS-
ekről, hanem az azokról szintetizálódó szubgenomi RNS4A illetve RNS4 
molekulákról transzlálódnak (4. ábra). A 2b gén érdekessége hogy 5’ régiója átfed 
a 2a fehérjét kódoló rész 3’ végével, de nincsenek egy leolvasási keretben. Míg az 
RNS4A 0,7 kb hosszúságú, az RNS4 hossza 1,0 kb.  
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Nem lenne teljes a cucumovírusok genomszerveződéséről alkotott kép a 
szatellit RNS-ek említése nélkül. Ezek a 330-380 nukleotid hosszúságú lineáris 
RNS molekulák nem szükségesek sem a CMV replikációjához, sem a sikeres 
fertőzéshez, időnként mégis előfordulhatnak a virionban a vírus RNS-eivel 
„egybecsomagolva”. A vírus RNS-sel nukleinsav sorrend homológiát nem 
mutatnak. Önálló replikációra és enkapszidációra képtelenek, fehérjét nem 
kódolnak, ezért szaporodásukhoz és terjedésükhöz a CMV fehérjéit veszik igénybe 
(Mossop és Francki, 1978). Különös jelentősségüket az adja, hogy gyökeresen 
képesek a „gazda” (helper) CMV törzs tüneteit módosítani, nagymértékben 
súlyosbítani vagy akár enyhíteni is (Escriu és mtsai., 2000; Stommel és mtsai., 
1998).  
A cucumovírusoknál a három különálló genomi RNS felcserélésével, 
úgynevezett reasszortáns vírusokat készíthetünk. Míg az RNS3 szabadon 
cserélhető a különböző cucumovírusok közt, addig az RNS1 és 2 nem. A CMV és a 
PSV esetében Masashi és mtsai. (2003) élesztő két-hibrid rendszer alkalmazásával 
bizonyították, hogy az 1a fehérje C-terminális régiójának kapcsolatba kell lépnie a 
2a fehérje N-terminális régiójával ahhoz, hogy az RNS replikáció elindulhasson. 
4. ábra A cucumovírusok genomszerveződése 
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Különböző cucumovírusok esetén feltehetőleg ez a kapcsolat nem tud kialakulni, 
ezért nem alakulhat ki köztük RNS1, 2 reasszortáns vírus. 
 
2. 2. 1. 1. Az 1a fehérje 
Az RNS1-ről transzlálódó 1a fehérje a cucumovírusok leghosszabb fehérjéje, 
megközelítőleg 990-1007 aminosav hosszúságú. Az 1a fehérje a CMV replikáz 
complex egyik alkotóeleme (Hayes és Buck, 1990), amely a tonoplaszt memránján 
lokalizálódik (Cillo és mtsai., 2002). Aminosav sorrendjének számítógépes 
analízisével két fő domént sikerült azonosítani. Az N-terminális régióban 
nukleotidkötő, illetve metiltranszferáz aktivitással rendelkező fehérjékre jellemző 
konzervált motívumot (Gorbalenya és mtsai., 1988; Rozanov és mtsai., 1992) írtak 
le. A fehérje metiltranszferáz aktivitásának feltehetőleg a genomi és szubgenomi 
RNS-ek CAP strukturájának kialakításában van szerepe. Dohány növényben az 1a 
fehérje metiltranszferáz régiójával közvetlen kapcsolatba lép a Tcoi2 elnevezésű 
fehérje kináz, aminek szabályozó szerepe valószínűsíthető (Kim és mtsai., 2006). A 
C-terminális részen a vírus eredetű helikázokra jellemző szekvenciaelemeket 
azonosítottak (Gorbalenya és mtsai., 1989). A helikáz jellegű motívumok közé 
tartozik két nukleotid trifoszfát (NTP) kötő régió, valamint egy adenozin 
trifoszfatáz (ATPáz) és feltehetően egy RNS kötő aktivitású motívum. Ezen régiók 
hiánya a replikáció gátlását eredményezi (Gorbalenya és mtsai., 1989; Kadaré és 
Haenni, 1997).  
Az 1a fehérje pontos térszerkezete még nem ismert, de feltételezik, hogy két 
globuláris részt egy flexibilis, prolingazdag régió választja el egymástól (O’Reilly 
és mtsai., 1995) 
Az 1a fehérjéről vírusreplikációban betöltött elsődleges szerepén kívül 
bizonyították, hogy szerepe van a vírus növényen belüli terjedésének 
sebességének meghatározásában (Roossinck és Palukaitis, 1990), ami azonban 
független a vírus replikációjának sebességétől (Gal-on és mtsai., 1994). Kimutatták 
még az 1a fehérje szerepét a szatellit RNS-ek replikálásának képességében az 
Ixora-CMV törzsnél (McGarvey és mtsai., 1995), az Sny-CMV törzsnél ugyanezt a 
tulajdonságot az 1a fehérje egyetlen aminosavára térképezték (Roossinck és mtsai., 
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1997). Bab növényeknél a maggal történő átvihetőségért szintén az RNS1, és így 
feltehetőleg az 1a fehérje felelős (Hampton és Francki, 1992). 
CMV RNS1-gyel transzgénikus dohány növényeket is készítettek. Ezekben, 
az RNS1-et expresszáló növényekben homológ vírusfertőzés esetén a vírus hosszú 
távú mozgása gátolt, bár replikációjának hatékonysága protoplaszt rendszerben a 
nem transzgénikus növényekkel megegyező. Ezekben a növényekben a vírus 
terjedésének gátlása azzal függ össze, hogy nem képes a növény szállítószövet 
rendszerébe, a floémbe bejutni a vírus (Canto és Palukaitis, 2001).  
 
2. 2. 1. 2. A 2a fehérje 
A különböző cucumovírusoknál a 2a fehérje hozzávetőleg 830-858 aa 
hosszúságú és 94-97 kDa molekulatömegű. A 2a fehérje az RNS2-ről képződik. 
Minden esetben azonosítható rajtuk az RNS függő RNS polimerázok jellegzetes 
Mg2+-kötő GDD motívuma (Argos, 1988). Ezen motívum, valamint a fehérje más 
részeinek szekvencia analízise alapján a 2a fehérje a CMV RNS polimeráza (Kamer 
és Argos, 1984). Nitta és mtsai. (1988) megállapították, hogy az RNS2 hiányában 
dohány protoplasztokban CMV replikáció nem történik. A replikáz komplex 
alkotórészeként a vírus tisztított replikáz komplexe is tartalmazza a 2a fehérjét 
(Hayes és Buck, 1990). A vírus RNS pozitív szálának szintézisére a 2a fehérje 
önmagában is képes, azonban a negative szál szintéziséhez az 1a fehérje jelenléte 
is szükséges (Seo et al 2009).  
Igazolták, hogy a 2a fehérje az 1a fehérjénél nagyobb mennyiségben van 
jelen a fertőzött növényi szövetekben (Gal-On és mtsai., 1994; Hellwald és 
Palukaitis, 1995). A CMV 2a fehérje in vivo elsősorban a tonoplaszt membránon 
lokalizálódik, azonban jelentős mennyiségű foszforilált 2a fehérje jelenléte a 
citoplazmából is kimutható (Cillo és mtsai., 2002; Gal-On és mtsai., 2000).  
A replikáz complex kialakulása során a növényi sejtben először az 1a 
fehérje kötődik a tonoplaszt membránhoz, majd a 2a fehérje az 1a fehérjéhez 
kapcsolódik. Az 1a fehérjével történő kapcsolódáshoz elegendő a 2a fehérje N-
terminális régiójának első 126 aminosava, viszont ha ez a rész foszforilált 
állapotban van, a fehérje komplex nem jön létre, és a 2a fehérje a továbbiakban a 
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citoplazmában lokalizálódik (Kim és mtsai., 2002). Így a 2a foszforiláltsági szintje 
befolyásolja a fehérje sejten belüli lokalizációját, és ezen keresztül valószínűleg 
funkcióját is (Kim és Palukaitis, 1997).  
A vírus patológiai jellemzőinek meghatározásában is több esetben 
bizonyították a 2a fehérje szerepét. Több CMV izolátum esetén bizonyították, hogy 
a tehénborsó szisztemikus fertőzésében a 2a fehérje 631. és 641. aminosavának van 
döntő jelentősége (Kim és Palukaitis, 1997; Karasawa és mtsai., 1999). Cukkini 
növényeknél a 2a fehérje 267. aminosavának döntő szerepe van a vírus terjedésére 
növényen belül, valamint a tünetek kialakulásának ütemére (Choi és mtsai., 2005). 
Nicotiana glutinosa növényeknél a 2a fehérje 777-758. aminosavak közé eső régiója 
alapvető fontosságú a vírus RNS akkumuláció szintjében és a tünetek erősségének 
meghatározásában az I. alcsoportba tartozó CMV-k esetén, ugyanakkor a II. 
alcsoportba tartozó CMV-knél ennek a régiónak nincs patológiai jelentősége (Du 
és mtsai., 2008).  A 2a fehérje közvetlen kapcsolatba léphet a 3a fehérjével is, 
azonban ennek a kapcsolatnak a vírus „életiklusában” betöltött szerepe még nem 
tisztázott (Hwang és mtsai., 2005). 
 
2. 2. 1. 3. A 2b fehérje 
A cucumovírusok legkisebb fehérjéje, hossza mintegy 93–127 aminosav. 
Előfordulását a Bromoviridae családon belül a Cucumovirus és az Ilarvirus 
nemzetségeknél figyelték meg (Xin és mtsai., 1998). A 2b fehérjét, a 2a-hoz 
hasonlóan az RNS2-n lévő gén kódolja, azonban átíródása a szubgenomi RNS4A-
ról történik. Az ORF részben átfed a 2a karboxi-terminális régiójával, azonban a 
fehérje leolvasása +1 nukleotid eltolódással történik.  
A 2b fehérjét először CMV esetén Ding és mtsai. (1994) írták le, azonban az 
ismert fehérjecsaládoktól jelentősen eltérő aminosav sorrendje miatt a vírus 
életciklusában betöltött szerepe kérdéses volt. Az azóta eltelt években ismereteink 
jelentősen gyarapodtak a 2b fehérje funkcióival kapcsolatban és a 2b fehérje 
felfedezése alapvető fontosságú volt a géncsendesítés mechaniznusának 
megismerésében is. 
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A CMV 2b fehérjéjét in vivo elsősorban a sejtmagból mutatták ki, illetve 
bizonyították, hogy a fehérje 22–36. aminosavak közötti bázikus régiója sejtmagi 
lokalizációs jelként működik (Lucy és mtsai., 2000). 
A 2b fehérje részletes vizsgálata bizonyította, hogy jelenlét gátolja a növény 
transzkripció utáni géncsendesítési (post-transcriptional gene silencing, PTGS) 
mechanizmusát (Brigneti és mtsai., 1998; Li és mtsai., 1999), megakadályozza, 
hogy a géncsendesítési szignálmolekulák aktiválják a géncsendesítést a 
szisztemikusan fertőzött szövetekben (Guo és Ding, 2002). A 2b fehérje közvetlen 
kötésssel gátolja a siRNS és az Argonaute molekulák aktivitását (Goto és mtsai., 
2007; Zhang és mtsai., 2006). Mindemellett a 2b fehérje gátolja a szalicilsavon (Ji és 
Ding, 2001) és a jázminsavon (Lewsey és mtsai., 2010) alapuló növényi védekezési 
mechanizmust is. Valószínűleg mindkét esetben a védekezési mechanizmusban 
szerepet játszó gének expressziójának szabályozásán keresztül.  
A 2b fehérje mindemellett fontos patológiai determinánsa is a 
cucumovírusoknak, így fontos szerepe van a vírus hosszú távú mozgásában (Diaz-
Pendon és mtsai., 2007), különösen a növény osztódó szövetei esetén (Sunpapao és 
mtsai., 2009). A gazdanövénykör és a tünetek meghatározásában is 
nélkülözhetetlen (Ding és mtsai., 1994; 1995). A 2b fehérje képes közvetlenül 
megzavarni a növényi mikroRNS szabályozási folyamatokat, valamint a gazda 
fehérjék aktivitását direkt kölcsönhatás útján gátolhatja (Inaba és mtsai., 2011; 
Lewsey és mtsai., 2007; 2009). A nekrotikus tünetek kialakulását Arabidopsis 
növények esetén részletesen vizsgálták. A 2b fehérje C-terminális régiója kötődik 
az Arabidopsis kataláz3 (CAT3) enzimhez, ami így nem képes elbontani a H2O2 
molekulákat, aminek felhalmozódása vezet a növényi sejtek pusztulásához (Inaba 
és mtsai., 2011). A 2b fehérje két foszforilációs helyének és nukleáris lokalizációs 
szignál helyének mutációja a 2b fehérje stabilitását csökkenti, aminek 
következménye a vírus virulenciájának csökkenése (Gonsáles és mtsai., 2010).  
PSV esetében a 2b fehérjét nem termelő, illetve az N-terminális régióban 
részlegesen csonkított fehérjéjű vírusokkal N. tabacum protoplasztot és N. 
benthamiana növényeket fertőztek. Mindkét konstrukció esetében megállapították, 
hogy a 2b fehérje nem befolyásolja a vírus sejten belüli replikációját, viszont felelős 
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az inokulált és szisztemikus levelekben a vírus-akkumuláció kialakulásáért (Netsu 
és mtsai., 2008). Du és mtsai. (2008) szintén a 2b, illetve a 2a fehérje C-terminális 
régiójának szerepét bizonyította a vírus-akkumulációt és a tünetek jellegét illetően. 
 
2. 2. 1. 4. A 3a fehérje 
Más néven a cucumovírusok mozgási fehérjéje (movemet protein, MP). A 
3a fehérjét az RNS3 amino-terminális részén elhelyezkedő gén kódolja, 
transzlációja is innen történik. Hossza megközelítőleg 280 aminosav, 
molekulatömege 30 kDa. A cucumovírusok MP aminosav szekvenciája a mozgási 
fehérjéket magába foglaló, a dohány mozaik vírus (Tobacco mosaic virus, TMV) MP-
je alapján elnevezett „30K” szupercsaládba sorolható. Az ide tartozó fehérjék egy 
33 aminosav hosszú konzervált részt tartalmaznak (Mushegian és Koonin, 1993), 
amely régió az ismert adatok alapján a CMV izolátumok esetén összesen 1 
aminosavban térhet el, míg a PSV izolátumok esetében 8 aminosav is lehet az 
eltérés (Hu és mtsai., 1998).  
A 3a fehérje legnagyobb mennyiségben a sejtfalban lokalizálódik (Vaguero 
és mtsai., 1994), de jelentős mennyiség található a citoplazmában is (Kaplan és 
mtsai., 1995). A CMV MP-jét zöld fluoreszcens fehérjével (green fluorescent 
protein, GFP) fuzionáltatva a MP elsősorban a plazmodezmák bejáratánál és a 
központi csatornákban mutatható ki (Oparka és mtsai., 1996). A 3a fehérje mind 
RNS-, mind DNS kötő aktivitással rendelkezik (Li és Palukaitis, 1996). A 3a 
protein módosítja a plazmodezmák szerkezetét, azok átjárhatóságát növeli. 
Passzív transzporttal (diffúzió) normál körülmények között a maximum 2 nm 
átmérőjű, mintegy 800 Da molekulatömegű anyagok képesek átjutni a 
plazmodezmákon (összefoglalót: Crawford és Zambryski, 1999). A 3a fehérje 
mikroinjektálása után mintegy 10 kDa molekulatömegű fluorescein-izotiocianáttal 
jelölt dextrán molekulák is képesek a levél mezofillum sejtjei között mozogni 
(Vaquero és mtsai., 1994), valamint a vírus RNS transzportját is hasonló módon 
elősegíteni (Ding B és mtsai., 1995). A vírus RNS transzportja cucumovírus 
specifikus, a 3a fehérje más víruscsoportba tartozó vírusok sejtről-sejtre terjedését 
nem tudja segíteni, csak abban az esetben, ha a karboxi-terminális 33 aminosavat 
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eltávolítják (Nagano és mtsai., 1997). Tehát a MP nélkülözhetetlen a vírus sejtről-
sejtre terjedéséhez. 
A vírus hosszú távú mozgásában is fontos szerepe van a MP-nek. Li és 
mtsai. (2001) CMV esetében a MP 60. aminosav pozíciójában a prolint alaninra 
cserélték, amely ugyan nem befolyásolta a vírus rövid távú mozgását, de a mutáns 
vírus hosszú távú mozgása a változás hatására hőmérsékletérzékenységet 
mutatott. Choi és mtsai. (2005) megállapították, hogy a CMV esetében mind a 2a 
fehérje, mind a MP jelentős szerepet játszik a vírus szisztemikus terjedésében 
cukkini (Cucurbita pepo convar. giromontia cv. Black Beauty) növényben. Mindkét 
fehérje, egymástól függetlenül, de befolyásolja a vírus hosszú távú mozgását.  
A 3a fehérjének bizonyos esetekben a vírus tüneteinek meghatározásában is 
fontos szerepe van. Bizonyították, hogy dohány növényeken a tünetek ciklikus 
megjelenéséért és eltűnéséért a 3a fehérje a felelős (Gal-on és mtsai., 1996). 
Amennyiben az Fny-CMV 51. és 240. aminosavát megváltoztatták, a ciklikus 
tünetek eltűntek és állandó, folyamatosan jelen lévő erős mozaik tünetek alakultak 
ki. Ugyanezek a mutációk tök növényeknél a vírus szisztemikus mozgásának 
hatékonyságának csökkenését okozzák (Kaplan és mtsai., 1997). Choi és mtsai. 
(2005) a 3a fehérje 168-as aminosavának szerepét bizonyították tök növényeken a 
szisztemikus tüneteinek megjelenésében. A két CMV alcsoport között jellemző 
tüneti eltérés, hogy dohány (N. tabacum) növények inokulált levelein a II. 
alcsoporthoz tartozó izolátumok nekrotikus gyűrűket indukálnak, míg az I. 
alcsoporthoz tartozó izolátumoknál ezt sohasem figyelték meg. A nekrotikus 
gyűrűk kialakulásáért az RNS3 5’ régiója felelős, ami az 5’ nem kódoló régiót és a 
3a fehérje közel 2/3-át tartalmazza (Zhang és mtsai., 1994). Különböző TAV 
izolátumok esetében pedig azt bizonyították, hogy a tünetek súlyossága korrelál a 
3a fehérje mennyiségével, miközben a vírus RNS illetve a CP mennyisége nem 
változik (Moreno és mtsai., 1997). 
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2. 2. 1. 5. A3b fehérje 
A 3b fehérje a vírus köpenyfehérjéje (coat protein, CP). A 3b gén az RNS3 3’ 
felén helyezkedik el és a MP-től egy nem-kódoló, megközelítőleg 260 nt hosszú IR 
(intercisztronikus régió) választja el. Terméke a 24 kDa molekulatömegű CP, 
amely a szubgenomi RNS4-ről transzlálódik (Habili és Francki, 1974; Davies és 
Symons, 1988). Elsődleges feladata a víruspartikulum felépítése, a vírus RNS 
becsomagolása. A különböző cucumovírusok köpenyfehérjéi kevert köpenyfehérje 
burok létrehozására is képesek, valamint egymás RNS-eit is becsomagolhatják 
(heteroenkapszidáció) (Chen és Francki, 1990; Masashi és mtsai., 2003; Chen és 
mtsai., 1995). A CP N-terminális régiója argininben gazdag, erősen pozitív töltésű 
és nélkülözhetetlen a vírus részecske kialakulásához (Schmitz és Rao, 1998). A CP 
a virális RNS-t specifikusan köti (Mossop és Francki, 1978).  
A CP nélkülözhetetlen a cucumovírusok sejtről-sejtre terjedéséhez. 
Amennyiben a CP-t eltávolították, a vírus replikáció protoplaszt rendszerben 
továbbra is működött, azonban növényeken még lokális fertőzés sem tudott 
kialakulni (Suzuki és mtsai., 1991; Boccard és Baulcombe, 1993). Amennyiben a 
köpenyfehérjének csak az amino-terminális részét távolították el, a vírus lokális 
tünetek kialakítására képes maradt, de szisztemikus tünetek nem alakultak ki, 
vagyis a vírus hosszú távú mozgása gátolt volt (Suzuki és mtsai., 1991). A hosszú 
távú mozgásban a CP jelenléte azért is meghatározó, mivel a cucumovírusok 
vírusrészecske formájában jutnak el a fertőzés helyétől a növény szállítószövet 
rendszerén keresztül a növény távolabbi, nem fertőzött részeihez (Talianski és García-
Arenal, 1995).  
A cucumovírusok levéltetű átviteléért szintén a vírus köpenyfehérjéje a 
felelős (Chen és Francki, 1990). A levéltetű átvitelhez nélkülözhetetlen a 129. 
aminosav pozícióban levő prolin, míg a 162. aminosav pozícióban elhelyezkedő 
alanin az átvitel hatékonyságát befolyásolja (Perry és mtsai., 1994). A CP 
fehérjeszerkezet ismeretében elmondható, hogy a 129. aminosava a köpenyfehérje 
felszínén, egy hurok részen, míg a 162-es aminosav a kapszid belsejében, szintén 
egy hurokban található (Wikoff és mtsai., 1997). Perry és mtsai. (1998) a CP 25., 
129., 162., 168. és 214. aminosavainak szerepét is bizonyították a levéltetű 
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átvitelben, míg Liu és mtsai. (2002) egy felszíni determináns (βH-βI hurok) 
meghatározó szerepét azonosították. 
A CP patológiai determinánsként is elsődleges fontosságú. A legtöbb 
esetben a köpenyfehérje 129. aminosavának szerepét bizonyították. Például ez az 
aminosav a klorotikus tünetek kialakulásában meghatározó fontosságú. A zöld 
mozaik tüneteket okozó izolátumok esetén (C-CMV, D-CMV, Fny-CMV, O-CMV) 
ebben a pozícióban mindig prolin található, míg a klorózist indukáló izolátumok 
esetén (FC-CMV, M-CMV, PG-CMV, Y-CMV) szerin vagy leucin helyezkedik el itt 
(Shintaku és mtsai., 1992). Szintén a 129. aminosav a felelős az érnekrózis, illetve a 
nekrotikus lokális léziók kialakításáért dohány növényeken (Suzuki és mtsai., 
1995), valamint a C24 Arabidopsis növényeken kialakuló nekrotikus lokális léziók 
indukciójáért (Takahasi és mtsai., 2001). A 129-es aminosav szerepét dohány 
növényeken egy teljes mutáns sorozattal is vizsgálták, ahol a 129-es pozícióba 19 
különböző aminosavat építettek be (Mochizuki és Ohki, 2011). A mutánsok közül 
a poláris aminosavak (E, D) halványzöld mozaik tüneteket indukáltak, a bázikus 
mutánsok (K, H) és a hidrofób aminósavakat (I, L, V) hordozó izolátumok 
nekrotikus tüneteket mutattak és néhány poláris, töltéssel nem rendelkező 
aminosavat (C, S, Q) tartalmazó mutáns vírus klorózist indukált. A 129. 
pozícióban elhelyezkedő aminosav tüneteket meghatározó szerepe nem 
gazdaspecifikus, mert nem csak a dohány növényeken kialakuló tünetek jellegét 
határozza meg, hanem ugyanilyen szerepe van új-zélandi spenót (Tetragonia 
expansa), a keserű dinnye (Momordica charantia) és a Physalis floridana növényeken 
is (Kobori és mtsai., 2003).  
A CP egyéb aminosavainak a tünetek kialakításában betöltött szerepéről 
sokkal kevesebb adat ismert. A 111-es (I-T) és a 124 (I-V) aminosavak együtt 
határozzák meg az Y-CMV esetén a klorotikus tünetek/mozaik tünetek 
kialakítását dohány növényeknél (Sugiyama és mtsai., 2000), míg ugyanennél az 
izolátumnál a 36. aminosav mutációja (S-P) nekrotikus lokális léziókat indukál 
dohány növényeken (Takahashi és mtsai., 2000). Az Fny-CMV esetén a 192. 
aminosav megváltoztatása (D-K) hatására a mozaik tünetek helyett szisztemikus 
nekrózis alakul ki (Liu és mtsai., 2002). 
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2. 2. 2. A vírus-gazdanövény kapcsolatok 
A cucumovírusok a növényeket rendszerint rovar vektorok (levéltetvek) 
segítségével fertőzi, valamint gyakori a mechanikai sérülések útján történő 
fertőződés is akár mezőgazdasági tevékenységek következtében. A növénybe jutó 
vírusok különböző kapcsolatokat alakíthatnak ki a növényekkel. Kompatibilis 
kapcsolat esetén a fertőző vírus először kicsomagolódik a köpenyfehérje burkából 
a fertőzött sejtekben, majd megtörténik a vírusfehérjék transzlációja és ezt 
követően a vírus örökítőnyagának megsokszorozódása, a replikáció is 
bekövetkezik. Miközben a „vírusszaporodás” a fertőzött sejtben megtörténik, 
rendszerint a növény védekezési mechanizmusának működése és a vírus részéről 
ennek gátlása is folyamatba lép. Az egyes sejtek fertőzése után a teljes növény 
megbetegítésének következő fontos lépése, hogy a vírus a megfertőzött sejt körüli 
szomszédos sejtekbe is átjusson. Ez az úgynevezett sejtről-sejtre terjedés vagy 
rövid távú mozgás folyamata, ami a plazmodezmatákon keresztül történik meg a 
vírusfehérjék aktív közreműködésével. Cucumovírusok esetében a 3a fehérje és a 
köpenyfehérje nélkülözhetetlen a sejtről-sejtre terjedéshez (Suzuki és mtsai., 1991; 
Boccard és Baulcombe, 1993). A teljes növény megbetegítéséhez a vírusnak el kell 
jutnia a növény távolabbi részeibe, nem fertőzött leveleibe, virágjához és később 
akár a termésébe is bekerülhet. Ez a vírus hosszú távú mozgása, ami a növény 
szállítószövet rendszerén keresztül történik, a cucumovírusok esetén összeépült 
víruspartikulum formájában (Kaplan és mtsai., 1998, Schmitz és Rao, 1998). A 
mutációs kísérleteket eredményeit direkt megfigyelésekkel, elektronmikroszkópos 
vizsgálatokkal is alátámasztották, valamint a víruspartikulum és a p48 növényi 
floém fehérje közötti közvetlen kapcsolatot is bizonyították (Requena és mtsai., 
2006). Mind a MP esetében, mind a CP-nél azonosítottak izolátum specifikus 
hosszú távú mozgásban szerepet játszó részeket (Kaplan és mtsai., 1997; Ryabov 
és mtsai., 1999), valamint az 1a fehérje szerepét is felvetették (Palukaitis és García-
Arenal, 2003). A szállítószöveten keresztüli vírustranszport lényegesen gyorsabb 
folyamat a lokális fertőzés kialakulásánál, végeredménye pedig a növény 
szisztemikus fertőzöttsége.  
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Inkompatibilis vírus-gazdanövény kapcsolat esetén a növény a 
vírusfertőzés különböző stádiumait állíthatja meg, aminek következtében nem 
alakul ki szisztemikus fertőzés. Esetenkén már működőképes replikáz komplex 
sem jön létre (Hamamoto és mtsai., 1997), vagy a sejtről-sejtre terjedése, esetleg a 
hosszú távú mozgása gátolt a vírusnak az adott gazdanövényben (Ryu és mtsai., 
1998; Mise és mtsai., 1993). A hiperszenzitív válaszreakció (HR) esetén a növény 
lokalizálja a fertőző vírust, gyakran lokális nekrotikus tünetek megjelenésével 
párhuzamosan. Ilyen esetekben a vírus replikálódik a megfertőzött sejtben, majd a 
szomszédos sejtekbe is átjut, azonban a nekrózissal párhuzamosan a távolabbi 
sejteket már nem tudja megfertőzi meg. Ezekben az esetekben feltételezik, hogy a 
növény valamelyik vírusfehérjét felismeri, mint elicitort (avirulencia faktornak is 
nevezik), és így közvetlenül vagy közvetve aktiválódik a védekezési reakció. Az 
avirulencia faktor lehet akár az RNS függő RNS polimeráz (Abbink és mtsai., 2001; 
Erickson és mtsai., 1999), a köpenyfehérje (Bendahmane és mtsai., 1995, Gilardi és 
mtsai., 2004) vagy akár a mozgási fehérje (Weber és mtsai., 1993; Scolthof és mtsai., 
1995), sőt egy esetben a vírus RNS-ről is bizonyították, hogy HR elicitorként 
viselkedhet (Szittya és Burgyán, 2001). 
 
2. 2. 3. A cucumovírusok csoportosítása  
 
2. 2. 3. 1. Az uborka mozaik vírus izolátumok csoportosítása 
Patológiai, szerológiai, valamint nukleinsav sorrend hasonlóság alapján az 
uborka mozaik vírus törzsek két fő alcsoportba sorolhatók (Devergne és Cardin, 
1973; Szilassy és mtsai, 1999a). A jelenleg használt, nukleinsav homológiát tükröző 
felosztás I. és II. alcsoportjai gyakorlatilag megfelelnek a DTL és ToRS 
szerotípusoknak (Wahyuni és mtsai., 1992) illetve a C és B patotípusoknak. A két 
alcsoport földrajzi elterjedése jellegzetesen eltérő: az I. alcsoport tagjainak 
hőmérséklet-optimuma magasabb, mint a II. alcsoport tagjainak (Daniels és 
Campbell, 1992). A természetben előforduló CMV izolátumok többsége (kb. 80%) 
az I. alcsoportba sorolható, míg a II. alcsoportba tartozó izolátumok jóval 
ritkábbak (Crescenzi és mtsai., 1993; Fraile és mtsai., 1997). Roosinck és 
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munkatársai (1999b) az I. alcsoport további bontását javasolták IA és IB 
csoportokra a vírus RNS3 molekulájának 5’ nem-kódoló régiója alapján. 
A különböző CMV izolátumok szinte minden növényt képesek fertőzni, 
ugyanakkor a különböző izolátumok által indukált tünetek, illetve az általuk 
fertőzött növények között jelentős eltérések vannak. Napjainkban a GenBank 
adatbázisában több mint 8000 CMV-hez kapcsolódó szekvencia található, ami 
tartalmazza a teljes nukleinsav sorrendek mellett a részleges genomszekvenciákat 
és a CMV-hez kapcsolódó szatellit RNS-ek nukleinsav sorrendjét is.  
 
2. 2. 3. 2. A földimogyoró satnyulás vírus izolátumok csoportosítása és 
evolúciója 
A PSV izolátumokat sokáig két nagy csoportra bontották szerológiai és 
nukleinsav homológia viszonyaik alapján (Hu és mtsai., 1997, 1998; Naidu és 
mtsai., 1995). Mindkét alcsoportot Észak-Amerikában írták le, de földrajzilag jól 
elkülönülve. A PSV I. (E–eastern) alcsoportja és az ide tartozó izolátumok Észak-
Amerika délkeleti régióiban fordultak elő (Mink és mtsai., 1967, 1969; Mink, 1972). 
Alapvető elkülönítése az akkor ismert II. alcsoporttól két tesztnövény segítségével 
történt. Az I. alcsoport izolátumai ’Tenesse’ fajtájú zöldbab (Phaseolus vulgaris) 
inokulált levelein nekrotikus léziókat, csúcsi levelein nekrotikus gyűrűket és 
érnekrózist idéztek elő. A II. alcsoport izolátumai ugyanezen növényen nekrózis 
nélküli mozaik tüneteket indukáltak (Adams és Antoniw, 2006). Az E-PSV 
mesterséges fertőzés során C. amaranticolor tesztnövényen lokális klorotikus 
léziókat okozott, szisztemizálódás nélkül. Földimogyorón lokális klorotikus léziót 
követően, mozaikot és satnyulást idézett elő, illetve lokálisan sem fertőzte a fehér 
akácot.  
A II. (W-western) alcsoportot először Mink és mtsai. (1967, 1969) írták le. Az 
alcsoport típus izolátumát a W-PSV-t Washington államban babról gyűjtötték és 
az előzőekben említett tesztnövények segítségével tünettanilag egyértelműen 
elkülönítették a PSV I. alcsoportba tartozó izolátumoktól. A radioaktív 
hibridizációs és a nukleotid sorrend azonossági vizsgálatok egyértelműen a W-
PSV eltérő alcsoportba tartozását erősítették meg (Hu és mtsai., 1997). A 
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gazdanövénykör vizsgálatok során megállapították, hogy a földimogyoró, uborka, 
paradicsom, lencse, zöldborsó, bab és rézvirág esetében a W-PSV mozaikos 
tüneteket okozott a szisztemikusan fertőzött leveleken, míg C. amaranticolor, C. 
quinoa esetében csak az inokulált leveleken alakultak ki tünetek lokális léziók 
formájában.  
A PSV legkésőbb azonosított alcsoportja, a III. alcsoport Kínában a 
földimogyoró táblákon már a 70-es években jelentős károkat okozott. Az ide 
tartozó típus-izolátumokat földimogyoróról gyűjtötték 1985-ben és az általa 
okozott enyhe tünetek miatt Mi-PSV (mild) izolátumnak, az alcsoportot pedig III. 
(Kínai) alcsoportnak nevezték el (Xu és mtsai., 1998). A Mi-PSV teljes nukleotid 
sorrendje 2005-ben került meghatározásra. A többi adatbanki szekvenciával 
összehasonlítva a Mi-PSV 73,6–79,6 % nt azonosságot mutatott, mely érték alapján 
külön alcsoportba soroltá (Yan és mtsai., 2005). A Mi-PSV nem fertőzi a rézvirágot 
és a borsót, nekrotikus lokális léziókat idéz elő a fehér akác inokulált levelein, 
azonban szisztemizálódás nem figyelhető meg. A Mi-PSV és a további 5 izolátum 
C. quinoa és C. amaranticolor esetében is lokális léziók kialakulását követően a 
növényben szisztemizálódott és a csúcsi leveleken mozaik tüneteket okozott (Xu 
és mtsai., 1998). 
 
2. 2. 3. 3. A paradicsom magtalanság vírus izolátumok  
A víruscsoportba tartozó vírusok közül a TAV izolátumoknál ismert a 
legkevesebb nukleinsav sorrend, ugyanakkor ezek alkotják a leghomogénebb 
csoportot. Az ismert izolátumok nukleinsav szinten 96-98 %-os homológiát 
mutatnak, míg fehérjék szintjén 99 % homológia a jellemző. Patológiai jellemzőik 
között is minimális az eltérés. Némelyik izolátum az uborkát nem fertőzi bár 
uborka  protoplasztokban replikálódik (Salánki és mtsai., 1997), míg más 
izolátumok az inokulált szikleveleken lokális léziókat indukálnak, de a vírus 
hosszú távú mozgása ezekben az esetekben is gátolt.  
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2. 3. A Cymbidium gyűrűsfoltosság vírus 
A Cymbidium gyűrűsfoltosság vírus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) a 
Tombusvirusviridae család, a Tombusvirus nemzetség névadó faja. Nevét a 
természetes gazdanövényeinek számító orchideákról kapta, amelyeken jellegzetes 
gyűrűsfoltosságot idéz elő.  
Gazdanövényköre a cucumovírusokénál sokkal kisebb, mintegy 23 
növénycsaládba tartozó körülbelül 60 fajt képes megfertőzni, legtöbbet közülük is 
csak lokálisan. Természetes körülmények között terjedése fertőzött talajon 
keresztül történik, vektorátvitelt CymRSV esetében nem írtak le (Hollings és 
mtsai., 1977). Üvegházi körülmények között fenntartása mechanikai átvitellel 
történik. 
A többi tombusvírushoz hasonlóan a CymRSV genomja is egy 30 nm 
átmérőjű ikozahedrális részecskébe csomagolódik, amely 180 darab egyforma 
köpenyfehérje alegységből épül fel. A CymRSV genom osztatlan, egy darab, 
egyszálú, pozitív értelmű RNS alkotja. A CMV-től eltérően a vírus RNS 5’ végén 
nem található 7-metilguanozin sapka, a 3’ vége pedig nem képes tRNS-szerű 
másodlagos szerkezetet kialakítani (Russo és mtsai., 1994). 
A 4,7 kb hosszúságú CymRSV genomi RNS-en öt nyílt leolvasási keret 
található, melyek a vírus öt fehérjéjét kódolják (5. ábra). 
 
 
5. ábra A CymRSV genomszerveződése 
 
A genomi RNS 5’ terminális régiójában kódolódó fehérjék transzlációja 
közvetlenül a genomi RNS-ről történik (ORF1 és ORF2), míg a többi ORF 
transzlációja szubgenomi RNS-eken keresztül megy végbe (ORF3, ORF4, ORF5). A 
nagyobbik szubgenomi RNS 2,1 kb hosszúságú és három ORF található rajta, 
azonban innen is csak az 5’ terminális ORF3 transzlálódik. A kisebb szubgenomi 
ORF1                    ORF2                                    ORF3 
ORF4 
ORF5 
3’ 5’ 
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RNS 0,9 kb hosszúságú és két átfedő ORF-et tartalmaz (ORF4 és ORF5). Mindkettő 
fehérje erről az RNS-ről íródik át (Russo és mtsai., 1994). 
Az ORF1 stop kodonnal végződik, amelyet a riboszómák mintegy 0,05 
gyakorisággal átolvasnak és folytatják a fehérjeszintézist az ORF2 végén található 
stop kodonig. Így az ORF1 által kódolt 33kDa-os fehérje is transzlálódik. Számos 
kísérleti eredmény bizonyítja, hogy a két fehérje együttes jelenléte szükséges a 
vírus replikációjához (Scholthof és mtsai., 1995). A 92 kDa-os fehérjének RNS 
függő RNS polimeráz aktivitást tulajdonítanak (Hearne és mtsai., 1990), míg a 33 
kDa-os fehérje a replikációs complex membránhoz rögzítésében játszik szerepet 
(Rubino és Russo, 1998). 
Az sgRNS1-ről íródik át a 41 kDa méretű köpenyfehérje (ORF3) (Russo és 
mtsai., 1994). Köpenyfehérje mutáns tombusvírusok vizsgálatával igazolták, hogy 
jelenléte a vírus replikációjához is szükságes (Dalmay és mtsai., 1992; Scholthof és 
mtsai., 1993). A CMV-vel ellentétben a CymRSV köpenyfehérje eltávolítása nem 
befolyásolja a CymRSV rövid távú mozgását, tehát a vírusnak nincs szüksége ép 
köpenyfehérje jelenlétére a sejtről-sejtre terjedéshez. Ráadásul a CP deficiens 
CymRSV mutáns hosszú távú mozgásra is képes, azonban ennek hatékonysága 
egyrészt jelentős mértékben csökken a vad típusú víruséhoz képest, másrészt függ 
a vizsgált gazdanövénytől (Dalmay és mtsai., 1993).  
A másik szubgenomi RNS (sgRNS2) két, egymással átfedő ORF-et 
tartalmaz, melyek egy-egy fehérjét kódolnak. Az ORF4 által kódolt 22 kDa-os 
fehérje a vírus mozgási fehérjéje (MP), de jelentős szerepet játszik a vírus 
gazdaspecifitásában, egy-egy adott gazdanövény-vírus kölcsönhatás 
kialakításában (Dalmay és mtsai., 1993; Scholthof és mtsai., 1995; Chu és mtsai., 
1999). A CymRSV MP is az előző fejezetekben már említett 30K MP 
szupercsaládba tartozik és a vírus TMV-típusú rövid távú mozgását segíti elő. 
Az ORF4 start kodonján a riboszómák gyakran “átcsúsznak”, és így az 
ORF5-ről is keletkezik fehérje (Scholthof és mtsai., 1999). Az ORF5 által kódolt 19 
kDa nagyságú fehérje (p19) elsődleges funkciója a növény vírusok elleni védekező 
mechanizmusának hatástalanítása. A 19 kDa-os fehéreje megakadályozza a 
szisztemikus PTGS szignál terjedését, és így gátolja a vírus indukálta PTGS-t 
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(Silhavy és mtsai., 2002). Havelda és mtsai. (2003) a CymRSV p19 defektív mutáns 
változatát vizsgálva megállapították, hogy a 19 kDa fehérje hiányában a 
szisztemikus PTGS szignál molekulák gyorsabban mozognak a növényben, mint a 
vírus, PTGS-t indukálnak a szisztemikus szövetekben, így az ott megjelenő vírus 
RNS azonnal lebomlik. Ennek a fehérjének szerepe van még a vírus által okozott 
tünetek kialakulásában is (Dalmay és mtsai., 1993; Scholthof és mtsai., 1995; 
Burgyán és mtsai., 2000). 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
3. 1.  Vegyszerek, enzimek, kittek 
A vegyszereket különböző kereskedelmi forrásból szereztük be (Merck, 
Sigma, Serva, BioRad, Reanal). A restrikciós endonukleázokat, polimerázokat és 
modifikáló enzimek nagy részét a Fermentas-tól, kisebb részüket a New England 
Biolabs, Promega és Roche cégektől rendeltük. A radioaktívan jelzett 
nukleotidokat az IZINTA-tól vásároltuk, a próba készítéshez a Fermentas 
Hexalabel DNA Labeling kittjét használtuk. A konjugált ellenanyagokat a Loewe 
Biochemica GmbH-tól szereztük be. PCR termékek klónozásához a pGEM-T-Easy 
kitet (Promega) használtuk. 
 
3. 2. Növények 
A kísérletekhez a növényeket üvegházi körülmények között neveltük, 
illetve fitotronban tartottuk, 14 óra megvilágítás (23 °C) és 10 óra sötétség (18 °C) 
környezeti paraméterek mellett.  
Munkánk során a következő tesztnövényeket használtuk: Nicotiana glutinosa 
L., Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc, Nicotiana clevelandii Gray., Nicotiana 
benthamiana Domin., Nicotiana debney Gray., Cucumis sativus L. cv. Marketer vagy 
Delicates, Chenopodium quinoa Wildd., Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn, 
Zinnia elegans Jacq., Arachis hypogea L., Lens culinaris Medik. cv. Éva, Medicago 
sativa L., Phaseolus vulgaris L. cv. Babilon, Pisum sativum L. cv. Rajnai törpe, Robinia 
pseudoacacia L., Vigna sinensis Savi et Hassk. cv. Black eye, Solanum lycopersicum L. 
cv. Kecskeméti jubileum. 
 
3. 3. Baktériumtörzsek 
Kísérleteink során az Escherichia coli DH5-α, JM101, JM109 és TG90 törzseit 
használtuk. 
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3. 4. Vírus izolátumok 
Munkánk során az I. alcsoportba tartozó CMV-Rs törzset dr. Salamon Pál 
izolálta retekről (Raphanus sativus L.) és bocsátotta rendelkezésünkre. Az uborka 
mozaik vírus nekrotikus törzsét (CMV-N) Fulton izolálta 1953-ban (Fulton, 1953). 
Gazdanövénykörének részletes jellemzését, szerológiai besorolását, illetve 
köpenyfehérje génjének nukleotid sorrendjének meghatározását Salamon és 
munkatársai végezték el 1998-ban (Salamon és mtsai., 1998). Vizsgálatainkhoz a 
nekrotikus törzs Nicotiana glutinosa-n ötszöri passzálása után nyert CMV-Ns 
változatát használtuk. 
A II. alcsoportba tartozó CMV izolátumok közül a fehérheréről (Trifolium 
repens L.) izolált CMV törzset: Trk7-CMV (Beczner és mtsai., 1978) és egy 
Franciaországból származó CMV izolátumot, R-CMV (Jacquemond és Lot, 1981) 
használtunk.  
TAV esetében egy paprikáról származó izolátummal P-TAV dolgoztunk 
(Salamon és mtsai., 1976). 
A PSV-Rp törzset 2002-ben dr. Salamon Pál izolálta Gödöllőn fehér akácról 
és bocsátotta rendelkezésünkre. A munkánk során vizsgált további kilenc PSV 
izolátumot (1. táblázat) a Pannon ökorégió területén, enyhe mozaik és levél 
deformáció tüneteket mutató fehér akác növényekről gyűjtöttük 2007 és 2008 
években. Az izolátumokat C. quinoa növényen történt háromszori egyléziós 
passzálást követően N. benthamiana. tesztnövényeken szaporítottuk fel a további 
vizsgálatok elvégzéséhez.  
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1. táblázat A vizsgált PSV izolátumok gyűjtési adatai 
 
 
 
Az általunk használt CymRSV izolátumot dr. Burgyán József bocsátotta 
rendelkezésünkre (Hollings és mtsai., 1977). 
 
3. 5. Növények inokulálása 
Minden esetben 3–8 növényt inokuláltunk 2–8 leveles állapotban. A levelek 
felületét cellittel sértettük meg, majd tisztított vírussal vagy a fertőzött növény 
homogenizált levelével 20 mM-os K-Na foszfát pufferben (pH: 8,0) inokuláltuk a 
növényeket.  
 
3. 6. Oligonukleotid primerek 
Munkánk során a következő oligonukleotid primereket használtuk (2. 
táblázat).  
 
 
 
 
 
 
Izolátum neve        Gyűjtési hely Gyűjtési év Gyűjtötte 
PSV-B Budapest, Magyarország 2008 Dr. Kiss László 
PSV-Cs Mezőcsát, Magyarország 2008 Dr. Kondrák Mihály 
PSV-F Füzesgyarmat, Magyarország 2008 Dr. Kiss László 
PSV-Ljb Ljubljana, Szlovénia 2008 Dr. Kiss László 
PSV-Rp Gödöllő, Magyarország 2002 Dr. Salamon Pál 
PSV-Rp2 Gödöllő, Magyarország 2007 Dr. Kiss László 
PSV-Sz Szeghalom, Magyarország 2008 Dr. Kiss László 
PSV-T1 Tihany, Magyarország 2008 Dr. Salánki Katalin 
PSV-T2 Tihany, Magyarország 2008 Dr. Salánki Katalin 
PSV-Tev Tevel, Magyarország 2008 Antal Ferenc 
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2. táblázat A felhasznált oligonukleotid primerek 
 
 
primerek klónozáshoz: 
 
CMV I. alcsop. 3’ oligo gcggatcc
CMV I. alcsop. RNS 1,2 5’ gg
tggtctccttt     BamHI 
gggccc
CMV I. alcsop. RNS3 5’  gg
taatacgactcactatagtttatttacaagagcg  ApaI 
ctgcag
oligo dT   cgg
taatacgactcactatagtaatcttaccac  PstI 
ggatcc
PSV123-PstI   gg
tcgagaagcttttttttttttttttt   BamHI 
ctgcag
PSV12-T7-BamHI  gg
tggtctcctatggagccctcatag   PstI 
ggatcc
PSV3-T7BamHI  gg
taatacgactcactatagttttatcaagagcgtacggttc BamHI 
ggatcc
PSV862for   caaaaagcgattggtagtgag 
taatacgactcactatagttttaaaccaaccaaaacctgag BamHI 
CMV833Bam   gggatcc
CMV-STOP-IR/Bsa  ata
gagtccgagattttaaacgaa   BamHI 
cacgta
CymRSV-Spe   cg
tatatataacaacaggcctaaagaccgttaaccacctg BsaAI 
actagt
CymRSV-Age   gc
catggacactgaataccaac   SpeI 
accggt
CMVIIalcsop.3’oligo  ggctgcagtggtctccttatggagaacctgtgg   PstI 
ctagactgaagagtctgtcc   AgeI 
CMVIIalcsop RNA3 1247 cgtcgtcgcccgcgtagagg 
CMVIalcsop RNA1 1324 ggcgaacggatagacatcaatg 
TAV 3’   gggggccc
 
tgggacccctaggg    ApaI 
 
 
primerpárok mutáns vírusok előállításához: 
            
név       5’ primer          3’ primer     endonukeáz 
felismerőhely 
 
pTrk-Asn    gaattccgtttagttgtttacc   ggaattc
pTrk-Ser     
gttgatgctcgacgtcgacatgaagtacaatctcgtccttctctagAttatcg   EcoRI 
gaattccgtttagttgtttacc   ggaattc
ßB-ßC loop   gg
gttgatgctcgacgtcgacatgaagtacaatctcgtccttctctagtGAatcg  EcoRI 
aGGccT
ßD-ßE loop   gg
ActAGaaCtgagaaagAttcatattttgg  ggAggCCtcagggtaatagatgtgaaagtg        StuI 
tacgtattaatcctAGCccgaaatttAattc     ggtacgta
ßE-αEF loop   ggA
tttgaatgcgcgaaac                         SnaBI 
cTAGTgccgccatcactgctatg   gcACTAgT
ßF-ßG loop   cg
aagaAGggTtgTtTCaTCtactttccgaactgtaaccc  SpeI 
gGAtCcagCccaacaataagttactc     cgGgaTCc
ßH-ßI loop   aa
cggTcgGaAcatactgataaacc                         BamHI 
ctCgagGCggacgagatGgtac     ttctcGag
pR3K76R   tg
tACatcgtctttcgagtaaaccagg       XhoI 
aGGccTcctgaaattgagaaaggttc     ggaGGccTcagggtaatagatgtgaaagtg       StuI 
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pR3P78T   ccactagtattaccctgaaaccgActgaaattgag     ggactagt
pR3E79R   cc
gaaagtgtaaccgggtttacag       SpeI 
actagtattaccctgaaaccgcctAGaattgag     ggactagt
pR3EI79-80RT   cc
gaaagtgtaaccgggtttacag       SpeI 
actagtattaccctgaaaccgcctAGaaCtgag     ggactagt
pR3G83D   gg
gaaagtgtaaccgggtttacag       SpeI 
actagtattaccctgaaaccgcctgaaattgagaaagAttca     ggactagt
pR3PEI78-80TRT   cc
gaaagtgtaaccgggtttacag       SpeI 
actagtattaccctgaaaccgActAGaaCtgag     ggactagt
pR3E79A   cc
gaaagtgtaaccgggtttacag      SpeI 
actagtattaccctgaaaccgcctgCaattgag     ggactagt
pT3TRT78-80PEI  caa
gaaagtgtaaccgggtttacag       SpeI 
aagcttcggtcaaaggttaattatccc  ccgaagctt
pT3BamHI   ctc
ttgtccttctcaAttTCagGcggtcgaacatccaacgaag  
HindIII 
ggatcctatcgcacgttgagccac     gggatcc
pT3SpeI   tac
gagtccgagattttaaacgaa                  BamHI 
actagtttggatgttcgaccg     caaactagt
pR3SpeI   ttc
gtaagtataacctgcacg                    SpeI 
actagtattaccctgaaaccgc     aatactagt
pT3NSR62K65R   gg
gaaagtgtaaccggg                    SpeI 
ggATCCAAGagctgtaGacccggttacac     ggGGATcc
pR3SPT62K65R   gg
cacgaaggttgggtgg     BamHI 
ggATCCAAGagctgtaGacccggttacac     ggGGATcc
pR/L456F   tc
cacgaaggttgggtgg     BamHI 
cggccgctgcgtg   ttcggccg
pR/R461C   tc
agtAAAcgcg                  XmaIII 
cggccgctgTGTgtg  ttcggccg
pR/V462Q   tc
agtcaacgcg       XmaIII 
cggccgctgcgtCAGtttttc  ttcggccg
pR/V467A   gt
agtcaacgcg       XmaIII 
ctGCAgttcacgcactattccc ggcTGCag
pR/H469R   cC
aggagaaaaacacac      PstI 
GAgctctattcccgactttg  gggagcTC
pR/C461R   gg
Gaacaacactggag                  SacI 
cttaAGGcagtttttctctag  agCTtaag
pN∆461   ta
ggacgagtaaatgc      AflII 
cggccgctg.cagtttttc   ttcggccg
pT/R461C   t
agtaaatgctgc                   XmaIII 
ccggccgttcTGTgttttc  ttcggccg
pN/C461R   actaggcctctgCGCcagtttttctctagtgctgttcg     cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
agacatagacgc                   XmaIII 
pN/C461P   actaggcctctgCCtcagtttttctctagtgctgttcg        cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
pN/C461A   actaggcctctgGCtcagtttttctctagtgctgttcg       cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
pN/C461N   actaggcctctgAAtcagtttttctctagtgctgttcg       cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
pN/C461S   actaggcct
pN/C461E   act
ctgTcTcagtttttctctagtgctgttcg        cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
aggcct
pN/C461K   act
ctgGAGcagtttttctctagtgctgttcg      cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
aggcct
 
ctgAAGcagtttttctctagtgctgttcg      cagaaggcctagtaaatgctgcaaaccacttg    SpeI 
(Mindegyik oligonukleotidban nagybetűvel jelöltük a megváltoztatott 
nukleotidokat, a restrikciós endonukleáz hasítóhelyeket pedig aláhúztuk, a 
primereket 5’-3’ irányban tüntettük fel.) 
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3. 7. Vírustisztítás és nukleinsav kivonás levélszövetből 
A vírusizolátumokat különböző Nicotiana fajokon szaporítottuk fel. A 
vírusokat a jellegzetes tüneteket mutató növényekből 7-14 nappal a fertőzés után 
Lot és mtsai. (1972) által leírt módon tisztítottuk. A vírus RNS izolálást Peden és 
Symons (1973) szerint végeztük. 
A növényekből illetve a protoplasztokból az össznukleinsav kivonást White 
és Kaper (1989) leírása alapján végeztük. Röviden: 1 cm átmérőjű 
levélkorongokhoz, illetve a centrifugálással összegyűjtött és lefagyasztott 
protoplasztokhoz 400 µl nukleinsav kivonó puffert adtunk, majd fenol-
kloroformmal extraháltuk, etanollal kicsaptuk és steril vízben oldottuk. 
 
3. 8. A vírus RNS polyadenilálása 
Öt µg tisztított vírus RNS-t poly(A) polimerázzal poliadeniláltunk a gyártó 
(BRL) utasításai szerint, így a továbbiakban oligo dT primer felhasználásával 
cDNS/PCR reakciót követően meghatározhattuk a vírus valós 3’ vég 
szekvenciáját. 
 
3. 9. Fertőzőképes vírusklónok 
A II. alcsoportba tartozó Trk7-CMV törzs fertőzőképes klónjait leírtuk 
korábban (pTrk1, pTrk2, pTrk3, pR1, pR2, pR3) (Salánki és mtsai., 1997; Szilassy és 
mtsai., 1999b). 
Az Rs-CMV, az Ns-CMV és az Rp-PSV fertőzőképes klónjainak 
előállításához a cDNS első szál szintézist a vírus RNS-einek 3’ végén található, 
erősen konzervált motívummal komplementer oligonukleotid primerrel 
indítottuk. A szintézist M-MuLV reverz transzkriptázzal végeztük (Fermentas), a 
következő hőmérséklet grádiens szerint: 15 °C / 10 perc, 25 °C / 10 perc, 37 °C / 
30 perc, 42 °C / 30 perc, 55 °C / 10 perc, 70 °C / 10 perc. A fokozatosan emelkedő 
hőmérséklet lehetővé tette a reverz transzkriptáz végighaladását a vírus RNS-en 
az erős másodlagos szerkezetek megbontása révén. A keletkezett heteroduplex 
molekulát polimeráz láncreakcióval (PCR) amplifikáltuk specifikus 5’ végi és a 
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cDNS szintézis során használt 3’ primerekkel. Az 5’ primer minden esetben 
tartalmazta a T7 bakteriofág RNS polimeráz promóter konszenzus szekvenciáját. 
Kétfázisú PCR-t végeztünk: Az első 5 ciklus (40 mp denaturálás 94 °C, 40 mp 
anellálás 45 °C, 4 perc szintézis 72 °C) után az anellálási hőmérsékletet 
megemeltük 58 °C-ra a hátralevő 30 ciklusra. A keletkezett PCR termékeket agaróz 
gélben méret szerint szétválasztottuk, az egyes RNS-eknek megfelelő molekulákat 
a gélből izoláltuk. A PCR terméket restrikciós enzimmel történt hasítás után a 
pBluescriptII KS+ (Stratagene) fágemid vektorba ligáltuk, vagy hasítás nélkül a 
pGEM-T-Easy vektorba építettük. Az Ns-CMV teljes hosszúságú genomi cDNS-eit 
hordozó klónokat pN1, pN2 és pN3-nak, az Rs-CMV hasonló klónjait pRs1, pRs2 
és pRs3-nak, az Rp-PSV klónjait pRp1,  pRp2 illetve pRp3-nak neveztük el.  
 
3. 10. A vírus RNS-ek molekuláris klónozása, plazmidkonstrukciók elkészítése 
A különböző rekombináns klónokat a fertőzőképes klónok 
felhasználásával, standard módszerekkel (Sambrook és mtsai., 1989) készítettük a 
klónokban eredetileg meglévő közös, illetve csendes mutációval beépített 
restrikciós hasítóhelyek felhasználásával. 
 
3. 10. 1. Trk7-CMV és R-CMV RNS3 rekombináns és mutáns klónok készítése a 
törpüléses tünetek meghatározásához 
A rekombinánsok elkészítéséhez mindkét izolátum RNS3-án meglévő ApaI, 
HindIII, AgeI, EcoRV és a fertőzőképes klónok 3’ vége után elhelyezkedő PstI 
restrikciós endonukleáz hasítóhelyeket használtuk. A pRTrk-Apa és a pTrkR-Apa 
klónok esetén az ApaI-PstI szakaszt cseréltük ki a két fertőzőképes klón között. A 
pRTrkR-HindIII klónnál az R klón két HindIII hasítóhely közötti részét 
helyettesítettük Trk7-CMV eredetű résszel. A pRTrk-Age klónban az AgeI-PstI 
darab származott a Trk7-CMV-ből, a többi R-CMV eredetű volt. A pRTrkR-Age 
klón ApaI és AgeI restrikciós hasítóhely közötti része volt Trk7-CMVszármazék, a 
klón többi része R-CMV eredetű volt. A pRTrkR-Eco klón két EcoRV hasítóhely 
közötti része származott a Trk-CMV-ből, míg a pTrkRTrk-Eco klón esetén az 
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EcoRV hasítóhelyek közötti rész R-CMV eredetű volt. A két pontmutánst (pTrk-
Asn, pTrk-Ser) PCR irányította helyspecifikus mutagenezissel készítettük. 
 
3. 10. 2. Rekombináns és mutáns R-CMV RNS3 klónok készítése a hosszú távú 
mozgásban kulcsfontosságú régió meghatározásához 
Mind a köpenyfehérje felszíni hurkainak cseréjét (  βB-βC loop mutáns, βD-
βE loop mutáns,   βE-αEF mutáns,   βF-βG mutáns,   βH-βI mutáns), mind a 
pontmutációkat a βB-βC hurok régióban (pR3K76R, pR3P78T, pR3E79R, pR3E79A, 
pR3G83D, pR3EI79-80RT, pR3PEI78-80TRT) PCR irányította helyspecifikus 
mutagenezissel készítettük (Higuchi és mtsai., 1988).  
 
3. 10. 3. Rekombináns CMV-TAV RNS3 klónok készítése MP-CP 
kompatibilitási vizsgálatokhoz 
A pT3 és a pR3 klónokban azonos pozícióban nem találhatók restrikciós 
hasítóhelyek, ezért a rekombinánsok elkészítéséhez csendes mutációval építettünk 
be mindkét klón azonos pozíciójába hasítóhelyeket. A pT3 klónba a CP start 
kodonját közvetlenül megelőzve korábban egy NdeI restrikciós enzim hasítóhelyet 
(Salánki és mtsai., 1997) illesztettünk. Most a 825-830 nt közötti részébe BamHI 
restrikciós enzim hasítóhelyet, míg a CP-be az 1338-1443 nt közötti részre SpeI 
hasítóhelyet építettünk PCR vezérelte mutagenezissel. Az NdeI hasítóhelyet 
felhasználva készült el a pTR illetve pRT konstrukció, melyekben a köpenyfehérje 
start kodonjától cseréltük ki a klónokat. Tehát ezek a klónok az egyik vírus 5’ nem 
kódoló része és MP-je és intergénikus része mellett a másik vírus köpenyfehérjéjét 
és 3’ nem kódoló régióját tartalmazza.  
A következő két klón rekombináns MP-t hordoz, aminek amino-terminális 
része a BamHI hasítóhelyig a TAV-ból, míg karboxi-terminális része a CMV-ből 
származik. A pT3BSCMP klón a rekombináns MP mellett a TAV CP-t tartalmazza, 
míg a pTR3BSCMP a CMV CP-t hordozza. 
A következő két mutáns a TAV MP mellett rekombináns CP-T tartalmaz. A 
pT3SPR konstrukció CP amino-terminális része, az SpeI hasító helyig TAV eredetű 
               dc_341_11
35 
 
és a karboxi-terminális rész származik a CMV-ből. A pT3NSR konstrukció CP-je 
az előző fordítottja, tehát az SpeI helyig CMV, míg utána TAV eredetű. 
Az utóbbi két rekombináns CP-t hordozó vírust CMV MP-vel is 
elkészítettük (pR3NST, pR3SPT). 
A pontmutánsokat a megfelelő rekombinánsokból PCR alapú 
mutagenezissel készítettük (pT3NSR62K65R, pR3SPT62K65R). 
 
3. 10. 4. Rekombináns CMV-CymRSV RNS3 klónok készítése a heterológ MP 
szerepének meghatározásához 
A CymRSV mozgási fehérje gén amlifikálásához a pCym19STOP klónt (Dr. 
Burgyán József szívességéből) használtuk. A pCym19STOP a CymRSV teljes 
hosszúságú cDNS klónjának egy olyan mutáns változata, melyben a CymRSV 5-ös 
leolvasási keretének harmadik és hatodik nukleotid pozíciójában két stop kodon 
található (Szittya és Burgyán, 2001), aminek köszönhetően a MP-vel átfedő p19 
fehérje kifejeződése megszűnik. Ebből a klónból olyan PCR primerek segítségével 
emeltük ki a MP-t, melyek SpeI illetve AgeI restrikciós hasítóhelyet tartalmaztak. A 
PCR terméket SpeI-AgeI restrikciós hasítás után a pR3 klónba, a MP-t megelőző 
XbaI és a MP végén elhelyezkedő HpaI hely közé ligáltuk, így lecserélve a CMV 
MP-jét a CymRSV mozgási fehérjéjére. A további munkákhoz az így készült 
pCMVcymMP klónt használtuk. 
 
3. 10. 5. Ns-CMV és Rs-CMV rekombináns klónok készítése 
Az Ns-CMV és az Rs-CMV között a mindkét klónban azonos pozícióban 
meglévő BsmI, Csp45I, EcoRV illetve a T7 promóter előtt levő ApaI illetve a klón 3’ 
vég után elhelyezkedő BamHI restrikciós endonukleáz hasítóhelyek 
felhasználásával készítettünk rekombináns klónokat. Először az EcoRV, a BamHI, 
illetve az ApaI helyek felhasználásával mintegy elfeleztük az eredeti klónokat 
(pNR, pRN). Következő lépésben az előző rekombináns klónok két BsmI 
restrikciós hasítóhely közé eső szakaszait cseréltük ki, így egy-egy mozaik 
szerkezetű klónt kaptunk (pN.RNR, pR.NRN). Következő két klónban a középső 
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BsmI és az EcoRV restrikciós hasítóhely közé eső rész cseréje történt a két klón 
között (pRNR/Bsm, pRNR/BsmI), majd ezt a középső részt tovább szűkítettük a 
Csp45I és az EcoRV közötti régióra (pRNR/Csp, pNRN/Csp).  
A további pontmutánsokat PCR vezérelte mutagenezissel állítottuk elő 
(pR/L456F, pR/R461C, pR/V462Q, pR/V467A, pR/H469R, pN/C461R, 
pN/C461P, pN/C461A, pN/C461N, pN/C461S, pN/C461E, pN/C461K, 
pN/C461R, nN∆461). 
 
3. 11. Inokulálás fertőzőképes klónokkal 
 
3. 11. 1. Növények inokulálása 
In vitro transzkriptummal való fertőzéskor az inokuláláshoz használt 
keverék minden egyes vírus RNS-nek megfelelő in vitro RNS transzkriptumból 2-5 
µg-ot tartalmazott növényenként 50 mM K-foszfát pufferben pH: 9,2. 
 
3. 11. 2. Protoplaszt inokulálás 
A protoplasztokat nevelőkamrában tartott N. clevelandii növények teljesen 
kifejlett leveleiből izoláltuk Nagy és Maliga (1976) módosított eljárása szerint. A 
sejtfalak elbontásához 0,4 M szacharózt, 0,7 % cellulázt és 0,25 % macerozimot 
tartalmazó K3 oldatot használtunk, melyet felhasználás előtt sterilre szűrtünk. A 
begyűjtött levelek fonákját ecset segítségével cellittel bedörzsöltük, majd fonákkal 
lefelé az enzimes-szacharózos K3 oldatra úsztattuk. A leveleket az oldattal egy 
éjszakán keresztül, sötétben inkubáltuk. Következő reggel a kiúszott 
protoplasztokat tartalmazó oldatot szűréssel választottuk el a levelek 
maradványaitól, ezután 10 percig centrifugáltuk 100 g-vel. Az oldat felszínéről 
Pasteur-pipettával szívtuk le a protoplasztokat, melyeket kétszer W5 oldatban 
mostunk 50 g-vel 2 percig centrifugálva. A pelletet végül 0,6 M mannitot 
tartalmazó W5-ben mostuk (50 g/2 perc). A felülúszó eltávolítása után a sejteket 
annyi mannit tartalmú W5-ben vettük fel, hogy végső koncentrációjuk 2,5 × 106 
protoplaszt/ml legyen. 
               dc_341_11
37 
 
Két mikrogramm tisztított vírus RNS-sel, vagy in vitro RNS 
transzkriptummal transzfektáltunk 100 μl protoplaszt szuszpenziót Kroner és 
Ahlquist (1992) módszere alapján. A szuszpenzióhoz hozzáadtuk a 2 μg RNS-t, 
majd 200 μl 40 % polietilén-glikolt (Ms ≈ 1500) és 3 mM CaCl2-t tartalmazó oldatot. 
Óvatos keverés és 5 mp várakozás után 2 ml mannitot tartalmazó W5-tel 
hígítottuk fel a szuszpenziót majd 15 percig jégen inkubáltuk. Az inkubálás után a 
sejteket lecentrifugáltuk (50 g/2 perc), végül a pelletet 1 ml 0,4 M glükóz tartalmú 
K3 oldatban szuszpendáltuk fel. 
A protoplasztokat 24 óráig inkubáltuk növénynevelő kamrában. Az 
össznukleinsav kivonás előtt a sejteket finoman lecentrifugáltuk (65 g/5 perc), a 
felülúszót leöntöttük.  
 
3. 12. A vírusfertőzés detektálása 
 
3. 12. 1. RT/PCR detektálás 
A vírusfertőzés detektálását össznukleinsav kivonatból végeztük. A 
komplementer DNS szál szintézisét specifikus 3’ vég primer jelenlétében M-MuLV 
reverz transzkriptázzal végeztük (Fermentas) 1órán át 42 °C-on. A PCR reakciót 
specifikus primerpár jelenlétében, végeztünk:  30 cikluson keresztül (40 mp 
denaturálás 94 °C, 40 mp anellálás 50 °C, 1 perc szintézis 72 °C)  A PCR terméket 
Roche “High Pure PCR Product Purification Kit”-tel tisztítottuk, majd nukleinsav 
sorrendjét meghatároztattuk.  
 
3. 12. 2. Northern analízis  
Körülbelül 5 μg össznukleinsavat formaldehid és formamid tartalmú 
mintafelvivő pufferben denaturáltunk 65 °C-on. Az elektroforézis formaldehid 
tartalmú agaróz gélben történt. A nukleinsavakat Hybond-N nejlon membránra 
(Amersham-Pharmacia) vittük át, UV fénnyel keresztkötöttük (70 mJ/cm2), majd a 
membránt Northern-hibridizációnak vetettük alá (Sambrook és mtsai., 1989). A 
32P-ral jelölt radioaktív próbát az CMV, TAV vagy PSV megfelelő klónjairól 
szintetizáltuk HexaLabel kittel (Fermentas). A membrán radioaktivitását tároló 
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foszfor lappal és a hozzá tartozó leolvasóval (Molecular Dynamics) tettük 
láthatóvá. 
 
3. 12. 3. Western blot analízis 
Western blot analízissel mutattuk ki a vírus köpenyfehérje jelenlétét 
fertőzött növényekben. A fertőzött és a kontroll növények leveleiből 
fehérjekivonatot készítettünk, denaturáltuk, majd 0,1 %-os SDS-t tartalmazó 12,5 
%-os poliakrilamid gélen elválasztottuk (Laemmli, 1970), majd elektroblottolással 
átvittük Hybond-C-extra (Amersham) membránra. A köpenyfehérje detektálására 
alkalikus foszfatáz enzimmel konjugált köpenyfehérje ellenanyagot használtunk 
Hibi és Saito (1985) szerint. 
 
3. 12. 4. Press blott hibridizáció 
N. clevelandii növények két átellenes, teljesen kifejlődött fertőzött levelét az 
inokulálást követő 1, 3 és 5 nappal, a szisztemikusan fertőzött leveleket 3, 5 és 7 
nappal az inokulálás után gyűjtöttük be a növényről. A levelek fonákját pengével 
egymásra merőleges vágásokkal óvatosan megsértettük, majd – a sértett felülettel 
érintkezve – Hybond-N nejlon membránra helyeztük. A levélnedvet több réteg 
Whatman szűrőpapír között hengerrel préseltük a nejlon membránra. A levél 
maradványait öblítéssel távolítottuk el kétszeres töménységű SSC pufferben (SSC: 
0,15 M NaCl, 0,015 M Na-citrát, pH: 7,2). Szárítás után a nukleinsavakat UV 
fénnyel (120 mJ/cm2) kötöttük a membránhoz. A vírus RNS-ek kimutatásának 
további lépései megegyeztek a Northern analízisnél leírtakkal. 
 
3. 13. Nukleinsav szekvenciák meghatározása 
A vizsgált nukleinsav szekvenciákat a Biomi Kft ABI 3100 Genetic Analizer 
készülékén (Applied Biosystem) standard szekvenáló módban határozták meg. 
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3. 14. Bioinformatikai vizsgálatok 
 
3. 14. 1. Nukleinsav sorrendek összehasonlítás és filogenetikai elemzése 
A különböző cucumovírusok fehérjéinek törzsfájának elkészítéséhez a 
rendelkezésünkre álló cDNS nukleotid sorrendeket először aminosav sorrenddé 
írtuk át, majd ezt használtuk a további vizsgálatokhoz.  
A szekvenciák feldolgozásához a Wisconsin Package version 10.0 GCG, a 
Phylip (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) és T-coffee 
(http://igs-server.cnrs-rs.fr/~cnotred/Projects_home_page/t_coffee_home_page. 
html), a TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html) a törzsfák 
megjelenítéséhez, valamint az Emboss-Align és a Clustal X (Thomson és mtsai., 
1997) programcsomagokat használtuk és az EMBL/NCBI nemzetközi 
adatbankban elérhető szekvenciákkal hasonlítottuk össze. A Clustal X 
programmal Neighbor-Joining eljárással a TreeWiew 1.6.6. (Page, 1996) felületén 
az adatokból filogenetikai törzsfát készítettünk. A filogenetikai vizsgálatok során a 
statisztikai megbízhatóságot a Clustal X program 1000 ismétlést alkalmazó 
bootstrap analízise biztosította.  
 
3. 14. 2. Rekombinációs vizsgálatok 
A nemzetközi adatbankokban fellelhető PSV szekvenciákra épülő 
rekombinációs vizsgálatokhoz az általánosan használt és elfogadott TOPALi v2 
(Milne és mtsai., 2004) programcsomag PDM (Probabilistic Divergence Measures) 
analízisét alkalmaztuk (ablak méret: 200 nt, ablak elmozdulásának mérete: 10 nt) 
95 %-os szignifikancia szinten. 
 
3. 14. 3. Homológia modellezés, elektrosztatikus potenciál számítás 
A fehérje modellek a MODELLER 6.1 program (Sali, 1995) segítségével 
készültek, templátként az Fny-CMV B alegységének szerkezetét használva. A 
szekvencia összerendezések a Wisconsin Package Version 10.0 programcsomaggal 
készültek. A homológia modellek finomítása a Kollman-All-Atom elnevezésű 
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(Kollman atomi töltéseket tartalmazó) fehérjékre kifejlesztett erőteret alkalmaztuk 
(Weiner és mtsai., 1984), a SYBYL 6.5 (1988) programcsomag felhasználásával.  
A modellek elektrosztatikai mintázatának számítása a linearizált Poisson-
Boltzmann implicit módszerrel történt (Gilson és mtsai., 1987; Honig és Nicholls, 
1995). A kontinuum fázis ionerősségét 0,1 mol/l-re, dielektromos állandóját ε=80-
ra, míg a fehérje belsejére vonatkozó értéket ε=4-re voltak beállítva. A 
fehérjemodellben az összes lizin és arginin oldallánc egyszeres pozitív töltést, míg 
az összes glutamát és aszpartát oldallánc egyszeres negatív töltést viselt. Az 
atomok töltését a GRASP program segítségével számoltuk (Nicholls és mtsai., 
1991). A molekuláris grafikai munkák és az elektrosztatikus potenciál ábrázolások 
a Swiss PDB Viewer 3.7 (Guex és Peitsch, 1997) programmal készültek. 
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4. EREDMÉNYEK 
 
4. 1. CMV által indukált törpülés Nicotiana glutinosa-n  
 
4. 1. 1. Tünettani vizsgálatok 
Különböző CMV izolátumok tünetei jelentősen eltérhetnek egymástól. A 
CMV II. alcsoportjába tartozó Trk7-CMV és R-CMV a legtöbb gazdanövényen (pl. 
N. tabacum cv. Xanthi, N. benthamiana, Capsicum annum, Cucumis sativus, Solanum 
Lycopersicum) hasonló tüneteket okoz, azonban Nicotiana glutinosa növényeken 
jelentős különbséget figyeltünk meg. Míg a Trk7-CMV zöld mozaik tüneteket 
indukált (6. A ábra), addig az R-CMV-vel fertőzött növényeken súlyos törpülést és 
levéldeformációt figyeltünk meg (6. B ábra). A törpülést mutató N. glutinosa 
növény levelein az epidermisz illetve mezofil sejtek mérete a toulidinkékkel festett 
1 µm-es metszeteken normálisak voltak, ami arra utalt, hogy a törpülés 
kialakításában nem a sejtnövekedés, hanem a sejtosztódás gátlásának van döntő 
szerepe. 
 
6. ábra A Trk7-CMV (A) és az R-CMV (B) által okozott tünetek N. glutinosa 
növényeken. 
 
 
 
 
 
A B 
               dc_341_11
42 
 
4. 1. 2. A törpülés tünet kialakításának genetikai háttere 
Mind a Trk7-CMV izolátum, mind az R-CMV izolátum fertőzőképes 
klónjaival rendelkeztünk, így első lépésben reasszortáns vírusok fertőzési 
tulajdonságainak vizsgálatával lokalizáltuk a törpüléses tünetek kialakításáért 
felelős genomi RNS-t. Megállapítottuk, hogy minden olyan genomi RNS 
kombináció mely az R-CMV hármas RNS-ét tartalmazza (R1R2R3, R1Trk2R3, 
Trk1R2R3, Trk1Trk2R3) törpülést indukál, míg ha az R-CMV hármas RNS-e nem 
volt jelen (Trk1Trk2Trk3, Trk2R2Trk3, R1Trk2Trk3, R1R2Trk3) mozaik tüneteket 
figyeltünk meg. Így egyértelművé vált, hogy a törpülést determináló különbség az 
RNS3-on lokalizálódik. 
A genetikai determináns pontos lokalizációjához a két vírus RNS3 
fertőzőképes klónjait felhasználva rekombináns RNS3 molekulákat készítettünk. 
Első lépésben az RNS3-on lokalizálódó két gén (MP és CP) között található ApaI 
restrikciós endonukleáz hasítóhelyet felhasználva készített rekombináns 
segítségével meghatároztuk, hogy a törpülés genetikai determinánsa a 
köpenyfehérjén lokalizálódik. Az R-CMV és a Trk7-CMV köpenyfehérjéi között 
hat aminosav eltérés található. Az AgeI restrikciós enzim felhsználásával olyan 
rekombinánst készítettünk, melyben az amino-terminális 4 aminosavnyi 
különbséget (R, V, S, N) a karboxi-terminális 2 különbségtől (D, N) elválasztottuk 
(7. ábra). A fertőzési kísérletek során megállapítottuk, hogy a törpülésben a 
karboxi-terminális különbségeknek van döntő szerepe. A továbbiakban irányított 
mutagenezissel mind az R-CMV, mind a Trk7-CMV RNS3-ban megváltoztattuk az 
érintett aminosavakat, és megállapítottuk, hogy a törpülés kialakításáért 
egyértelműen a 193-as aminosav a felelős. Amennyiben ebben a pozícióban 
aszparagin található, a törpülés a többi genomi különbségtől függetlenül kialakul, 
míg ha ebben a pozícióban lizin található, mozaik tünetek jelennek meg.  
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7. ábra A Trk7-CMV, az R-CMV, a rekombináns és a mutáns RNS3 klónok 
sematikus ábrázolása. (Jobb oldalon a N. glutinosa tesztnövényen indukált 
törpüléses tünet megjelenését vagy hiányát jelöltük, a CP-ben az aminosav 
eltéréseket az aminosavak egybetűs kódjával jelöltük.) 
 
 
4. 1. 3. A vírusfertőzés kinetikájának és a vírus akkumulációjának vizsgálata 
A két, különböző tüneteket okozó izolátum fertőzésének folyamatát, a 
vírusok jelenlétét, az inokulált levelekben press-blott hibridizációval, a 
szisztemikusan fertőződő levelek nyelében Western blott analízissel, míg a 
szisztemikusan fertőzött levelekben Northern hibridizációval és Western blott 
analízissel követtük nyomon. 
A kísérletekhez a Nicotiana glutinosa növényeket azonos koncentrációjú, 
tisztított vírussal inokuláltuk. Az inokulumok fertőzésének hatékonyságát 
RNS3 
konstrukciók 
törpülés 
N. glutinosa-n    MP                   CP 
R3 
 
Trk3 
 
RTrk-Apa 
 
TrkR-Apa 
 
RTrkR-Hind 
 
RTrk-Age 
 
RTrkR-Eco 
 
RTrkR-Eco 
 
TrkRTrk-Eco 
 
Trk-Asn 
 
Trk-Ser 
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előzetesen Chenopodium quinoa növényeken ellenőriztük. Mindkét inokulum 
ugyanannyi léziót indukált a lokális gazdanövényen, így megállapítottuk, hogy a 
fertőzőképességük megegyezik. A mintákat a fertőzött Nicotiana glutinosa 
növények inokulált leveleiből naponként szedtünk. Megállapítottuk, hogy az 
inokulált levelekben az RTrk-Apa konstrukció (ami nem idukál törpülést) 
lényegesen kisebb mennyiségben halmozódik fel, mint a TrkR-Apa, törpülést 
indukáló rekombináns vírus (8. ábra). Az inokulált levelekben a víruskoncentráció 
a fertőzést követő harmadik nap után már nem változik. 
 
 
8. ábra A különböző tüneteket okozó CMV rekombinánsok terjedése az inokulált 
levelekben két illetve három nappal az inokulálás után. 
 
A vírus megjelenésének ütemét a fertőzött levelek nyelében is vizsgáltuk. A 
levélnyélben mindkét esetben a 4. napon tudtuk detektálni először a vírust, míg az 
5. napon már az összes vizsgált levélnyélben jelen volt a vírus.  Tehát a kimérák 
floémban történő megjelenésének időpontjában nem találtunk különbséget, 
azonban a TrkR-Apa konstrukció általában itt is nagyobb koncentrációban 
halmozódott fel (9. ábra).  
2 nappal          3 nappal 
    az inokulálás után              az inokulálás után  
 
 
 
 
 
RTrk-Apa 
 
 
 
 
 
 
 
 
TrkR-Apa 
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9. ábra A rekombináns vírusok megjelenése a fertőzött levelek nyelében. A vírus 
megjelenését Western blott analízissel vizsgáltuk, 4, ill. 5 nappal az inokulálás 
után. Bal oldalon tisztított CMV pozitív, ill. mellette nem inokulált (NI) negatív 
kontroll, egészséges növényi fehérje kivonat található. 
 
 
A felső, nem fertőzött levelekben a rekombináns vírusok megjelenését 
vizsgálva megállapítottuk, hogy a rekombinánsok ugyanabban az időpontban, 5-6 
nappal a fertőzés után mutathatók ki, de koncentrációjuk itt is eltérő. Northern 
analízissel a vírus RNS-t, Western analízissel pedig a köpenyfehérjét vizsgálva 
megállapítottuk, hogy az RTrk-Apa rekombináns vírus lényegesen kisebb 
mennyiségben halmozódott fel, mint a TrkR-Apa rekombináns (10. ábra). 
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10. ábra Vírus RNS (A) illetve köpenyfehérje (B) akkumulációja N. glutinosa 
növény szisztemikusan fertőzött leveleiben 6 nappal a fertőzés után. A jelölt próba 
az R-CMV RNS3 3’ terminális régiójával volt komplementer. Az 
ethidiumbromiddal festett riboszómális RNS-ek, illetve a Tholuidin kékkel festett 
teljes fehérje kivonatok a blottok alatt kerülnek bemutatásra. (tisztított R-CMV 
RNS és CMV CP pozitív kontrollok, NI-nem inokulált növényi kivonat, negatív 
kontrollként.) 
  
 
A kísérleteket Nicotiana tabacum cv. Xanthi növényeken is megismételtük, 
ahol a két vírus hasonló, mozaik tüneteket indukál. Megállapítottuk, hogy a 
fertőzés kinetikája ebben az esetben is hasonló a két izolátum esetén, de a 
víruskoncentrációban megfigyelt különbség ebben az esetben is megfigyelhető 
volt. Így N. glutinosan az indukált tünetekben megfigyelt különbséget nem 
okozhatja magában a vírus felhalmozódásban megfigyelt különbség (Szilassy és 
mtsai., 1999a). 
 
4. 1. 4. A 193-as aminosav jósolt funkciója a köpenyfehérje szerkezeti 
vizsgálatok alapján 
Az uborka mozaik vírus izolátumok közül egyedül az Fny-CMV 
köpenyfehérje szerkezete ismert, de ezt templátként használva elkészíthettük a 
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Trk7-CMV és az R-CMV izolátumok köpenyfehérjéinek homológia modelljét. A 
nagyfokú hasonlóságnak köszönhetően a modellezett szekvenciarész 
összerendezésében nem kellett réseket nyitni és beszúrásokra sem volt szükség 
(11. ábra). Az R és a Trk7-CMV CP-t a 29. aminosavtól a C-terminális végéig a 218 
aminosavig modelleztük. A templátként használt Fny-CMV CP röntgendiffrakciós 
szerkezet nem tartalmazza az első 28 aminosavat, mivel az N-terminális régió a 
vírus RNS kötés miatt rendezetlen szerkezetű. A homológia modellek 
megbízhatóságát sztereokémiai statisztikai mutatók igazolták, melyek részleteire 
itt nem térek ki. 
 
R-CMV      1 MDKSGSPNASRTSRRRRPRRGSRSASGADAGLRALTQQMLKLNRTLAIGRPTLNHPTFVG 
Trk7-CMV   1 MDKSGSPNASRTSRRRRPRRGSRSASGADAGLRALTQQMLKLNKTLAIGRPTLNHPTFAG 
 
R-CMV     61 SESCKPGYTFTSITLKPPEIEKGSYFGRRLSLPDSVTDYDKKLVSRIQIRINPLPKFDST 
Trk7-CMV  61 SESCKPGYTFTSITLKPPEIEKGSYFGRRLSLPDSVTDYDKKQVSRIQIRINPLPKFDST 
 
R-CMV    121 VWVTVRKVPSSSDLSVAAISAMFGDGNSPVLVYQYAASGVQANNKLLYDLSEMRADIGDM 
Trk7-CMV 121 VWVTVRKVPSSSDLSVAAITAMFGDGKSPVLVYQYAASGVQANNKLLYNLSEMRADIGDM 
              
R-CMV    181 RKYAVLVYSKDDNLEKDEIVLHVDVEHQRIPISRMLPT 218 
Trk7-CMV 181 RKYAVLVYSKDDKLEKDEIVLHVDVEHQRIPISRMLPT 218 
 
11. ábra Az R-CMV és a Trk7-CMV köpenyfehérjéinek összehasonlítása. Az eltérő 
aminosavakat sárga színnel, a Kazein kináz II (CKII) enzim felismerő helyet 
pirossal jelöltük. 
 
Az R-CMV CP aszparagin (N) a Trk7-CMV CP pedig lizin (K) található a 
193-as pozícióban. A 193-as aminosav a H és az I béta-redő közötti βH-βI hurok 
régióban helyezkedik el.  
A funkcionálisan fontos helyek vizsgálatát a PROSITE elnevezésű 
programmal végeztük. A Trk7-CMV és az R-CMV CP modelljeit összehasonlítva 
és a funkcionális hely jóslás eredményeit figyelembe véve megállapítható, hogy a 
193-as pozíciót közvetlen megelőzve a 189-192 aminosavig terjedő 
szekvenciarészen (SKDD) egy kazein kináz II (CK II) foszforilációs hely található 
(12. A, B ábra). Feltételezhető hogy a 193-as aminosav töltése befolyásolja a kináz 
kötődését a köpenyfehérje felületén. Az elektrosztatikus potenciál felületi 
eloszlása alapján a K193 természetesen pozitív töltésű, míg az N193 negatív 
polaritású (12. C, D ábra). Ez a kis eltérés azonban két különböző biokémiai utat 
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indukálhat a vírusfertőzés folyamatában. A modellszerkezeteket megvizsgálva azt 
is megállapíthatjuk, hogy a szóban forgó foszforilációs hely a víruspartikulum 
felületén helyezkedik el, így hozzáférhetősége miatt az összeépült 
vírusrészecskében is végbemehet a foszforilálódás. 
A foszforiláció pontos helye a homológiamodell alapján nem határozható 
meg. Feltételezhető, hogy a 188-as pozícióban található, minden CMV izolátumnál 
megtalálható tirozin (Y), vagy a köpenyfehérje 189-es aminosav poziciójában 
elhelyezkedő szerin (S) foszforilálódhat ami a vírus által indukált tünetek 
kialakításában kulcsfontosságú (Gellért és mtsai., 2006). 
Összefoglalva elmondhatjuk, hogy bizonyítottuk az uborka mozaik vírus 
köpenyfehérjéjének egyetlen aminosava (193 as) felelős a törpüléses tünetek 
kialakításáért, és a tünetek változásában valószínűleg a fehérje foszforilációs 
állapotának változása játszik szerepet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12. ábra A Trk7-CMV és az R-CMV köpenyfehérje szerkezeti elemzése a 193-as 
pozíció környezetében. (A, B): A Trk7-CMV és az R-CMV köpenyfehérje van der 
Waals felületének ábrázolása a 193-as aminosav és a CK II foszforilációs hely 
jelölésével. (C,D):  A Trk7CMV és az R-CMV köpenyfehérje elektrosztatikus 
potencáljának megjelenítése ugyanabból a nézetből. A piros területek -1,8 kT-nél 
kisebb, a fehér 0,0 kT, a kék pedig +1,8 kT-nél nagyobb elektrosztatikus potenciálú 
felületet takarnak. 
Trk-CMV CP       R-CMV CP 
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4. 2. A cucumovírusok hosszú távú mozgásában kulcsfontosságú köpenyfehérje 
régió azonosítása uborka növényeken  
 
4. 2. 1. Tünettani megfigyelések és rekombináns vírusok vizsgálata  
Nem csak az uborka mozaik vírus különböző izolátumai között 
figyelhetünk meg fontos tünettani különbségeket, hanem a különböző 
cucumovírusok között is. Míg a CMV izolátumok, mint azt nevük is jelzi, 
szisztemikusan fertőzik az uborkát, addig a különböző TAV izolátumok 
egyáltalán nem, vagy csak lokálisan fertőzik. Korábbi munkánk során igazoltuk 
reasszortáns és rekombináns vírusok segítségével, hogy a TAV köpenyfehérjéje 
nem teszi lehetővé a rekombináns vírus hosszú távú mozgását uborka növényen 
(13. ábra), míg más gazdanövényeket (pl. N.tabacum cv. Xanthi-nc, N. benthamiana) 
a rekombináns vírus szisztemikusan fertőz (Salánki és mtsai., 1997). 
Vizsgálatainkhoz az R-CMV és a P-TAV izolátumokat használtuk fel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
13. ábra Uborka növényeken megfigyelhető tünetek 10 nappal az inokulálás után. 
A növények R-CMV-vel, rekombináns RNS3-t tartalmazó vírussal (Trk12RT) 
illetve P-TAV-val voltak fertőzve. 
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4. 2. 2. A köpenyfehérje hurokrégióinak vizsgálata  
A cucumovírusok hosszú távú mozgása víruspartikulum formájában 
történik a fertőzött növény szállítószövet rendszerén keresztül, így további 
vizsgálatainkat a köpenyfehérje víruspartikulum felszínén található hurokrégióira 
koncentráltuk.  
Mind a CMV CP-nek, mind a TAV CP-nek ismert a röntgendiffrakciós 
módszerrel meghatározott térszerkezete, és ezek nagyon hasonlítanak egymásra. 
A két köpenyfehérjét összehasonlítva meghatároztuk azt az 5-5 hurokrégiót, 
amely a víruspartikulum felületén lokalizálódik (14. ábra). Az R-CMV öt 
hurokrégióját egyesével a TAV megfelelő hurok részeivel helyettesítettük, így öt 
rekombináns klónt készítettünk. A   βB-βC loop mutáns esetében 5 aminosavat, a  
βD-βE loop esetén 2 aminosavat, a βE -αEF loop mutánsnál 7 aminosavat, a  βF-βG 
loop esetén 5 aminosavat, míg a    βH-βI loopnál  3 aminosavat cseréltünk ki. A 
rekombináns fertőzőképes klónok felhasználásával a CMV RNS1 és 2 
transzkriptumok jelenlétében N. clevelandii növényeket fertőztünk. Mivel a N. 
clevelandii tesztnövény közös szisztemikus gazdanövénye a két vírusnak, 
várakozásainknak megfelelően 6-10 nappal a fertőzést követően mindegyik 
esetben szisztemikus tüneteket figyeltünk meg.  A rekombináns vírusokat 
tisztítottuk, majd RT/PCR reakciót követően meghatároztuk a vírus 
köpenyfehérje génjének nukleinsav sorrendjét. A beépített mutációk minden 
esetben stabilnak bizonyultak. A további kísérletekhez tisztított viriont használtuk 
50 mg/ml koncentrációban. 
A tisztított, rekombináns vírusokkal uborka növények sziklevelét 
inokuláltuk, majd a tünetek megjelenését hat héten át követtük nyomon 
vizuálisan, RT/PCR technikával illetve Northern analízissel. A fertőzési 
kísérleteket öt alkalommal, legalább 8-8 növény felhasználásával végeztük el. 
Megállapítottuk, hogy a      βB-βC loop mutáns  kivételével a rekombinánsok 
szisztemikusan fertőzték az uborkát, és a legtöbb mutáns által indukált tünet az 
eredeti CMV fertőzéshez hasonlóak voltak.  A     βE-αEF mutáns mutatott egyedül 
eltérést a vad típusú R-CMV-hez képest. Ennél a rekombinánsnál a tünetek két 
nappal később jelentek meg, és gyengébbek is voltak. 
               dc_341_11
51 
 
 
 
 
14. ábra A cucumovírusok felszíni hurokrégióinak lokalizációja a köpenyfehérje 
alegységen, illetve a hurok régiók eltéréseinek összehasonlítása P-TAV és R-CMV 
között. 
 
 
Az RT/PCR analízist követő nukleinsav sorrend meghatározás során 
megállapítottuk, hogy a mutánsok nukleinsav sorrendje nem változott, stabil 
maradt az uborka növények fertőzésekor is.  A       βB-βC loop mutánssal történt 
inokulálás során az inokulált leveleken megfigyeltünk lokális léziókat, azonban 
szisztemikus tünetek egyetlen esetben sem alakultak ki, és sem RT/PCR reakció, 
sem Northern analízis során nem tudtuk a vírus jelenlétét kimutatni a csúcsi, nem 
fertőzött levelekben (15. ábra). 
Így megállapítottuk, hogy a βB-βC loop régiónak kulcsszerepe van a 
cucumovírusok hosszú távú mozgásában uborka növényeknél. Továbbiakban ezt 
a hurokrégiót vizsgáltuk részletesen. 
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15. ábra A köpenyfehérje hurok régióinak cseréjével készített rekombinánsok 
Northern analízise uborka növények szisztemikusan fertőzött leveleiből. A jelölt 
próba a CMV RNS3 3’ terminális régiójával volt komplementer. Az 
ethidiumbromiddal festett riboszómális RNS-ek a Northern blott alatt kerülnek 
bemutatásra. (NI-nem inokulált kontroll.) 
 
 
4. 2. 3. A βB-βC hurok részletes vizsgálata  
A köpenyfehérje βB-βC loop régiójában 5 aminosav eltérés figyelhető meg a 
CMV és a TAV között. Ezeket az eltéréseket a továbbiakban egyesével vizsgáltuk, 
öt olyan mutánst készítve, melyben az R-CMV klónban egy-egy aminosavat 
változtattuk meg a megfelelő P-TAV aminosavra. A következő pontmutáns 
klónokat készítettük: pR3K76R, pR3P78T, pR3E79R, pR3E79A, pR3G83D, 
valamint készítettünk egy kettős (pR3EI79-80RT), és egy hármas mutációt 
(pR3PEI78-80TRT) tartalmazó klónt is. A mutáns klónokról készült 
transzkriptumokkal CMV RNS 1 és 2 transzkriptumok jelenlétében  N. clevelandii 
növényeket inokuláltunk. A mutáns klónok közül mindegyik szisztemikusan 
fertőzte a N. clevelandii tesztnövényeket. A szisztemikus tünetek 6-8 nappal a 
fertőzés után jelentkeztek, és a legtöbb esetben nagyon hasonlítottak az R-CMV 
Trk-
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által okozott tünetekre. Egyedül az R3E79R mutáns indukált az eredeti R-CMV-nél 
lényegesen erősebb tüneteket. 
A mozaik tüneteken kívül erős törpülést és levéldeformációt figyeltünk 
meg.  A szisztemikusan fertőzött levelekben történő vírus RNS akkumulációban 
ez a mutáns (R3E79R) vírus sem mutatott eltérést a vad típushoz képest. A mutáns 
virionokat tisztítottuk, majd RT/PCR reakciót követően meghatároztuk a 
köpenyfehérje gén teljes nukleinsav sorrendjét. Megállapítottuk, hogy mindegyik 
beépített mutáció stabil volt, nem változott meg a beépített nukleinsav sorrend, 
illetve a köpenyfehérjében máshol sem keletkezett mutáció. 
A tisztított virionokkal uborka növényeket fertőztünk. A kísérleteket 
három-három ismétlésben 9-9 növénnyel végeztük el. A fertőzés után négy nappal 
mindegyik esetben megfigyeltünk lokális léziókat az inokulált leveleken, tehát a 
mutánsok sejtről-sejtre a vad típushoz hasonlóan tudtak terjedni. Szisztemikus 
tüneteket a R3K76R, R3P78T, R3E79A, R3G83D, R3EI79-80RT vírusok esetén 
figyeltünk meg, míg a R3PEI78-80TRT és R3E79R nem jelentek meg tünetek. Az 
uborka növények nem inokulált leveleinek Northern analízise megerősítette a 
vizuális megfigyeléseinket (16. ábra), a βB-βC loop rekombináns mellett a 
R3PEI78-80TRT és R3E79R mutáns vírussal fertőzött növény leveleiben nem 
tudtunk vírus RNS-t kimutatni.  
Kísérleteink bizonyították, hogy ha az R-CMV CP βB-βC loop részén 
található PEI aminosavakat a P-TAV CP azonos elhelyezkedésű TRT 
aminosavakra cseréljük, vagy az R-CMV CP 79-es pozíciójában lévő glutaminsavat 
a P-TAV CP-ben található argininra cseréljük, uborka növényben a mutáns vírus 
hosszú távú mozgása, szisztemizálódása gátolt. Tehát a CP 78-80 aminosavai 
kulcsfontosságúak a CMV uborka növényen belüli hosszú távú mozgásában. 
Felvetődött az a kérdés, hogy ha a P-TAV CP βB-βC loop régióját a CMV 
megfelelő szakaszával helyettesítjük, lehetővé válik-e a mutáns vírus hosszú távú 
mozgása uborka növényen. Ennek a kérdésnek a megválaszolásához elkészítettük 
a pT3TRT78-80PEI és a pRT3TRT78-80PEI konstrukciókat. 
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16. ábra A pontmutánsok, a kettős és hármas mutánsok Northern analízise uborka 
növények szisztemikusan fertőzött leveleiből. A jelölt próba a CMV CP kódoló 
régiójával komplementer. Az ethidiumbromiddal festett riboszómális RNS-ek a 
Northern blott alatt kerülnek bemutatásra. 
 
 
Míg a pT3TRT78-80PEI a CP módósítás a TAV RNS3 klónban történt, a 
pRT3TRT78-80PEI konstrukió a CMV MP-t tartalmazta a TAV CP mellett. 
Mindkét konstrukció fertőzőképességét először N. clevelandii növényen vizsgáltuk 
R-CMV RNS1 és 2 transzkriptum jelenlétében. Ezen a tesztnövényen mindkét 
konstrukció szisztemikus tüneteket okozott, és az RT/PCR reakció utáni 
nukleinsav sorrend meghatározás bizonyította a konstrukciók stabilitását. A 
fertőzött növényekből viriont tisztítottunk a további kísérletekhez. Uborka 
növények fertőzése során a T3TRT78-80PEI és a RT3TRT78-80PEI virionok csak 
lokális fertőzést indukáltak, szisztemikus tüneteket egyetlen esetben sem sikerült 
detektálnunk, amit a Northern analízis eredménye is igazolt (17. ábra). 
Összességében megállapítottuk, hogy a cucumovírusoknál a  βB-βC loop 3 
aminosavból álló régiója kulcsfontosságú uborka növényen a szisztemikus 
terjedéshez, azonban nem ez az egyetlen funkcionálisan fontos régió, ami a hosszú 
távú terjedésben a különbséget okozza a CMV és a TAV között.  
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17. ábra A mutánsok Northern analízise uborka növények szisztemikusan 
fertőzött leveleiből. A jelölt próba a CMV és a TAV CP génekkel volt 
komplementer. Az ethidiumbromiddal festett riboszómális RNS-ek a Northern 
blott alatt kerültek bemutatásra. (NI-nem inokulált növényi kivonat, negatív 
kontrollként.) 
 
4. 3. A cucumovírusok sejtről-sejtre történő terjedésének feltétele a mozgási 
fehérje és a köpenyfehérje kompatibilitása 
Régóta ismert, hogy különböző cucumovírusok között reasszortáns vírusok 
a természetben is előfordulhatnak, illetve mesterségesen is készíthetők. Már a 
fertőzőképes klónok felfedezése előtt is készítettek reasszortáns vírusokat, az 
egyes RNS-ek tisztításával és új kombinációban történő inokulálásával. Az ilyen, 
reasszortáns vírusok nagy előrelépést jelentettek az egyes RNS-ek és az általuk 
kódolt fehérjék tulajdonságainak, patológiai szerepének jellemzésében. A 
fertőzőképes klónok megjelenésével egyszerűbbé vált a reasszortáns vírusok 
készítése. Egyértelművé vált, hogy míg az RNS3 szabadon cserélhető a különböző 
cucumovírus izolátumok között, addig az RNS1 és 2 csak fajon belül variálható. 
Ugyanakkor a fertőzőképes klónok segítségével az azonos RNS-en kódolódó 
gének, esetünkben a hármas RNS-en kódolódó MP és CP is kicserélhetővé vált, 
ami ezeknek a fehérjéknek az elkülönített vizsgálatát is lehetővé tette. Korábbi 
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munkánk során megállapítottuk, hogy a CMV MP képes a TAV CP-vel életképes 
rekombináns vírust létrehozni, azonban a TAV MP a CMV CP-vel kombinálva 
csak egyes sejtekben replikálódik, azonban a fertőzött sejtekből a szomszédos 
sejtekbe átjutni már nem képes (Salánki és mtsai., 1997). Ebben az esetben a MP és 
a CP integritása és működőképessége nem kétséges, ezért feltételeztük, hogy a két 
fehérje szorosabb kölcsönhatása szükséges a sejtről-sejtre terjedéshez. Ebben a 
kölcsönhatásban szereplő régiók lokalizálását tűztük ki célul rekombináns MP-t és 
CP-t hordozó vírusok segítségével. 
 
4. 3. 1. Rekombináns köpenyfehérjét és mozgási fehérjét kódoló RNS3 klónok 
készítése  
A TAV és CMV mozgási- és köpenyfehérjéjében azonos pozíciókban nem 
találhatók restrikciós endonukleáz hasítóhelyek, ezért első lépésként restrikciós 
hasítóhelyeket építettünk be a T3/NdeI és R3/NdeI fertőzőképes klónokba.  
A CMV MP-ről ismert volt, hogy a C-terminális 33 aminosav hiányában egy 
másik vírusnemzetségbe tartozó vírus, a Brome mosaic virus sejtről-sejtre terjedését 
is képes támogatni (Nagano és mtsai., 1997), így első lépésként ennek a régiónak a 
vizsgálatát tűztük ki célul. Ehhez a MP C-terminális végétől a homológia 
viszonyokat tekintve egyenlő távolságra egy-egy BamHI hasítóhelyet építettünk be 
a fertőzőképes klónokba csendes mutációval. A TAV esetén ez 30 aminosav, míg a 
CMV esetén 29 aminosav cseréjét tette lehetővé.  
A köpenyfehérjék esetén a rekombinációs pontot a két vírus 
köpenyfehérjéinek aminosav sorrend homológia viszonyai alapján határoztuk 
meg. A két vírus CP-jének amino-terminális régiói kisebb homológiát mutattak 
(40,58 % az első 70 aminosav esetén) mint a C-terminális régió (63,33 % az utolsó 
149 aminosavnál). Így egy SpeI restrikciós endonukleáz hasítóhelyet építettünk be 
csendes mutációval mindkét CP 149. aminosava után.  
A csendes mutációkat hordozó fertőzőképes klónok fertőzőképességét a R-
CMV RNS1 és 2 transzkriptummal kiegészítve vizsgáltuk. Megállapítottuk, hogy a 
klónok fertőzőképessége nem változott, és az általuk kiváltott tünetek jellemzői és 
megjelenésüknek ideje sem változott a vizsgált gazdanövényeken (N. clevelandii, 
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N. glutinosa, N. tabacum cv. Xanti, N. benthamiana, N. megalosiphon, Chenopodiun 
quinoa, Chenopodium amaranticolor, Cucumis sativus).  
Az előbbiek során beépített restrikciós endonukleáz hasítóhelyek, illetve a 
korábban közvetlenül a CP elé integrált NdeI hasítóhely felhasználásával 
készítettük el a rekombináns klónokat. A rekombináns MP gén mellé, mely a TAV 
MP első 250 aminosava után a CMV MP C-terminális 29 aminosavát kódolta 
beépítettük mind a TAV (pT3BSCMP) mind a CMV (pTR3BSCMP) 
köpenyfehérjéjét kódoló részt. Rekombináns köpenyfehérjét hordozó klónok közül 
a TAV 69 amino-terminális aminosavát kódoló rész mellé a CMV 150 C-terminális 
aminosavát kódoló részt építettük, majd ezt mind a TAV (pT3SPR) mind a CMV 
(pR3NST) MP-vel is kombináltuk. A megfelelő reciprok klónokat is elkészítettük, 
melyekben a CMV 69 aminosavát a TAV 150 C-terminális aminosava követi a CP-
ben, majd ezt mind a TAV (pT3NSR) mind a CMV (pR3SPT) MP-el kombináltuk 
(18. ábra).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18. ábra Az elkészített szülői és rekombináns RNS3 konstrukciók sematikus 
ábrázolása. 
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4. 3. 2. A rekombináns vírusok vizsgálata Nicotiana clevelandii protoplaszt 
rendszerben 
A rekombináns klónokról készült in vitro transzkriptumok életképességét először 
N. clevelandii protoplaszt rendszerben vizsgáltuk R-CMV RNS1 és 2 transzkriptum 
jelenjétében. Megállapítottuk, hogy az RNS3 rekombinánsok hatékonyan 
replikálódtak, bár a pR3SPT-t és a pR3NST replikációja a többi konstrukcióhoz 
képest kevésbé volt hatékony. A szubgenomi RNS4 mindegyik esetben hasonló 
mennyiségben keletkezett (19. ábra).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
19. ábra A különböző rekombinánsokkal fertőzött N. clevelandii protoplasztok 
Northern blott analízise. A radioaktív próba a CMV és TAV köpenyfehérjékre volt 
specifikus. Az etídium bromiddal festett rRNS kontroll, az ábrán alsó részén kerül 
bemutatásra. 
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4. 3. 3. A rekombináns MP-t hordozó vírusok vizsgálata növényeken  
A CMV és TAV számos közös, szisztemikus gazdanövényét (N. clevelandii, 
N. benthamiana, C. quinoa és C. amaranticolor) inokuláltuk a rekombináns klónokról 
készült transzkriptumokkal, R-CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében. 
Minden fertőzési kísérletet legalább három alkalommal elvégeztünk, 3-3 növény 
felhasználásával.  
A TAV MP 30, karboxi-terminális aminosavát a CMV homológ, 29 
aminosav hosszúságú részére cserélve, az egyébként csak TAV eredetű részeket 
hordozó rekombináns (T3BSCMP) fertőzőképesnek bizonyult mindegyik 
tesztnövényen (20. ábra). A megjelenő tünetek ennél a rekombinánsnál enyhébbek 
voltak (pl. enyhébb mozaik, kisebb léziók) és később is jelentek meg, mint az 
R1R2T3 kontroll fertőzés esetében. A kísérlet bizonyította, hogy a rekombináns 
MP működőképes, a rekombináns MT-t hordozó vírus fertőzőképes, bár a 
rekombináns fehérje szerkezete nem optimális, hiszen a rekombináns vírus a 
szülőinél kevésbé volt virulens.  
Mivel ez a rekombináns MP működőképesnek bizonyult, a 
tesztnövényeken lokális, illetve szisztemikus tüneteket sem okozó pTR 
rekombináns MP-jét ezzel a rekombináns MP-vel helyettesítettük (pTR3BSCMP). 
A fertőzési kísérletek során szisztemikus tüneteket (N. clevelandii, N. benthamiana) 
illetve lokális tüneteket (C. quinoa és C. amaranticolor) okozott ez a rekombináns 
vírus, bár a tünetek az eredeti R1R1T3 vírusénál ebben az esetben is később 
alakultak ki. Megállapítottuk, hogy a növényeken még lokális tüneteket sem 
okozó TR3 rekombináns vírus fertőzőképessége helyreállítható a MP karboxi-
terminális 29/30 aminosavának CMV eredetűre történő cseréjével, tehát ez a régió 
felelős azért, hogy a MP milyen köpenyfehérjével rendelkező vírusok sejtről-sejtre 
terjedését képes biztosítani.  
Következő kísérletünk során a CP-n belül lokalizáltuk azt a régió, mely a 
MP specifikus sejtről-sejtre terjedésben szerepet játszik. Ehhez először a különböző 
rekombináns köpenyfehérjéket a CMV illetve TAV MP jelenlétében vizsgáltuk, 
(pR3NST, pR3SPT, pT3NSR, pT3SPR). Míg protoplaszt rendszerben mind a négy 
konstrukció hatékonyan replikálódott (19. ábra), addig különböző gazdanövények 
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fertőzése során csak a pR3NST konstrukcióval történő inokulálás során alakultak 
ki szisztemikus tünetek. Tünettani megfigyeléseinket a Northern analízis 
eredménye is alátámasztotta (20. ábra). Csak a pR3NST konstrukcióval fertőzött 
növényekben tudtuk kimutatni vírus jelenlétét, a pR3SPT, a pT3NSR és a pT3SPR 
konstrukcióval fertőzött növények esetén nem. Mivel az a konstrukció, mely a 
CMV N-terminális régiója mellett a TAV C-terminális régióját hordozta sem a 
CMV sem a TAV MP-vel nem volt fertőzőképes, feltételeztük, hogy a rekombináns 
CP készítése során a CP valamelyik funkcionálisan fontos régióját átalakítottuk, 
így a CP valamely funkciója nem működött. Ezért következő lépésben az eredeti, 
és a rekombináns fehérjék szerkezetét vizsgáltuk meg. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20. ábra. N. clevelandii növények fertőzött leveleinek Northern blott analízise. A 
radioaktív próba specifikus volt a TAV MP kódoló régió 3’ végi 90 nt-jára (a), a 
CMV MP kódoló régió 3’ végi 90 nt-jára (b), a TAV CP kódoló régió 5’ 210 nt-jára 
(c) illetve a CMV CP kódoló régió 5’ 210 nt-jára (d). 
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4. 3. 4. Köpenyfehérje szerkezeti vizsgálatok  
A homológia modellezés megkezdésekor még csak az Fny-CMV 
röntgendiffrakciós szerkezete volt ismert (Smith és mtsai., 2000), így először a P-
TAV CP modell szerkezetét készítettük el, majd az Fny-CMV és a P-TAV modell 
szerkezeteit felhasználva a rekombináns CP-k modell szerkezetét is elkészítettük. 
A sejtről-sejtre történő mozgásában sérült konstrukciók köpenyfehérje szerkezete 
(pR3SPT CP, pT3NSR CP) és a hatékonyan mozgó szülői (pT3, pR3) és 
rekombináns (pR3NST CP CP) köpenyfehérjék szerkezete között szignifikáns 
különbséget nem tudtunk kimutatni, ezért a köpenyfehérje felszín elektrosztatikus 
tulajdonságait részletesebben vizsgáltuk. 
A vizsgálatok során azonosítottunk két „zsebet” az első N-terminális α 
hélix régiót követő részen (21. ábra), mely mindegyik CP szerkezeten 
megtalálható. Ebben a régióban sikerült különbséget megfigyelnünk a 
fertőzőképes és a nem fertőző konstrukciók között. Míg a sejtről-sejtre hatékonyan 
terjedő konstrukciók esetén (P-TAV, R-CMV, R3NST) a 62. aminosav körüli 
fehérjerész elsősorban pozitív töltésű (21. C, D, E ábra), addig a mozgásában gátolt 
konstrukció (R3SPT) esetében ez a régió inkább negatív töltésű (21. F ábra). Ennek 
a negatív töltésnek a megjelenése a 62. aminosav pozíciójú Glu és a 65. aminosav 
pozíciójú Lys eltérő aminosav környezetének és eltérő pozíciójának 
következménye. A töltésviszonyok alapján feltételeztük, hogy a pR3SPT 
konstrukció elektrosztatikus viszonyai miatt nem tudott megfelelő kölcsönhatást 
kialakítani más vírus vagy növényi eredetű fehérjékkel. A töltési viszonyok 
megváltoztatására a pR3SPT konstrukcióban egy kétszeresen mutáns 
köpenyfehérjét terveztünk, mely a 62. aminosav pozícióban lizint, a 65. aminosav 
pozícióban pedig arginint tartalmazott. A mutáns modellszerkezet töltésviszonyai 
(21. G ábra) már lényegesen nem tértek el a jól szisztemizálódó vírusokétól.  
A tervezett mutációkat a pR3SPT és a pT3NSR konstrukcióba építettük PCR 
irányított mutagenezissel.  
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21. ábra A köpenyfehérje szerkezet analízise. A: a TAV CP B alegységének 
szalagmodellje. B: a TAV CP B alegység felszínének elektrosztatikus viszonyai. A 
sárgával bekeretezett részt a különböző konstrukciók esetén részletesen vizsgáltuk 
C: P-TAV CP, D: R-CMV CP, E: R3NST CP, F: R3SPT CP, G: R3SPT62K65R CP. A 
piros részek minden esetben a -1,8 kT-nél kisebb; a fehér a 0,0; míg a kék az 1,8 kT-
nél nagyobb potenciál értékeket jelöli. 
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Az így készített konstrukciók (pT3NSR62K65R, pR3SPT62K65R) nukleinsav 
sorrendjét ellenőriztük, majd R-CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében 
különböző tesztnövényeket inokuláltunk. Chenopodium quinoa és Chenopodium 
amaranticolor növényeken 5-7 nappal a fertőzés után lokális léziók, míg a 
szisztemikus gazdanövényeken (N. tabacum cv. Xanthi, N. clevelandii) 7-10 nappal a 
fertőzés után a cucumovírusokra jellemző szisztemikus tüneteket figyeltünk meg. 
A Northern analízis (22. ábra), illetve az RT/PCRreakciót követő nukleinsav 
sorrend analízis bizonyította, hogy a mutáns rekombináns vírusok 
szisztemizálódtak, és nukleinsav sorrendjük nem változott. 
Tehát a sejtről-sejtre terjedésben gátolt pTR klón fertőzőképessége 
helyreállt, amikor a köpenyfehéjre karboxi-terminális 2/3 részét TAV eredetűre 
cseréltük. 
Összegezve a MP és a CP rekombináns vírusokkal végzett kísérleteinket 
elmondhatjuk, hogy a MP C-terminális 29/30 as-ának és a CP karboxi-terminális 
2/3-ának kompatibilitása szükséges a cucumovírusok sejtről-sejtre terjedéséhez. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22. ábra N. clevelandii növények fertőzött leveleinek Northern blott analízise. A 
rádioaktív próba specifikusnvolt a CMV MP kódoló régió 3’ végi 90 nt-jára (a), a 
TAV MP kódoló régió 3’ végi 90 nt-jára (b), a CMV CP kódoló régió 5’ 210 nt-jára 
(c) illetve a TAV CP kódoló régió 5’ 210 nt-jára (d).  
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4. 4. Heterológ mozgási fehérje jelentősen módosíthatja a CMV-re jellemző 
tüneteket  
Az előző fejezetekben bemutattam, hogy a vírustünetek változatosságáért 
egyetlen vírusfehérje egyetlen aminosava is felelős lehet, illetve, hogy a vírus 
növényen belüli terjedéséhez, az egész növény megbetegítéséhez a különböző 
vírusfehérjék összehangolt működése szükséges. Ugyanakkor felmerült bennünk 
a kérdés, hogy különböző víruscsaládokhoz tartozó vírusok hasonló funkciójú 
fehérjéi képesek-e egymást helyettesíteni, valamint, hogy ez milyen hatással lehet 
a tünetek kialakítására. Ennek a célnak megfelelően a Cymbidium gyűrűsfoltosság 
vírus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) mozgási fehérjéjével (ORF4) 
helyettesítettük a Trk7-CMV mozgási fehérjéjét, majd a vírus terjedését, illetve a 
vírustünetek változását vizsgáltuk. 
 
4. 4. 1. A Cymbidium gyűrűsfoltosság vírus mozgási fehérjéjét hordozó 
rekombináns vírus készítése, a rekombináns vírus fertőzőképességének 
vizsgálata  
A Trk7-CMV RNS3 klónjából a teljes 3a mozgási fehérjét eltávolítottuk, és 
helyére a CymRSV mutáns mozgási fehérjéjét klónoztuk, mely nem tartalmazta az 
egyébként ezzel a régióval átfedve kódolódó p19 fehérjét (23. ábra).  
 
 
23. ábra A CymRSV mozgási fehérjét hordozó rekombináns vírus 
genomszerveződésének sematikus ábrázolása. Sárgával a CymRSV-ből származó 
genomszakaszt emeltük ki. 
 
 
Az így elkészített klónról készült transzkriptummal (pCMV3cymMP) a 
Trk7-CMV RNS1 és 2 transzkriptumok jelenlétében különböző tesztnövényeket 
inokuláltunk. A Chenopodium quinoa és Chenopodium amaranticolor növényeken az 
MP   CP 
MP       CP 
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inokulálást követően 3-5 nappal lokális léziókat figyeltünk meg, míg Nicotiana 
benthamiana és Nicotiana clevelandii növényeken 5-7 nappal az inokulálás után 
szisztemikus tüneteket jelentek meg. A szisztemikusan fertőzött levelek Northern 
analízise is megerősítette a vizuális megfigyeléseket (24. ábra). Míg a CMV CP 
specifikus próbával mind a CMV3cymMP fertőzött növény, mind a kontrol CMV 
fertőzés kimutatható volt, addig a CymMP próba esetén csak a rekombináns 
vírusnál kaptunk jelet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24. ábra CMV és CMVcymMP vírus RNS akkumuláció N. benthamiana növényben. 
A növényi RNS mintákat az inokulált (I) illetve szisztemikusan (S) fertőzött 
levelekből 7 illetve 14 nappal a fertőzés után vontuk ki. A radioaktívan jelölt 
próbák a CMV 3-as RNS-re (A) illetve a CymRSV MP génre (B) specifikusak. 
 
 
A rekombináns vírust a CMV-nél használt protokol szerint tisztítottuk. A 
vírustisztítás hatékonysága nem tért el a CMV esetén megszokottól, és a 
víruspartikulum elektronmikroszkópos képe sem mutatott eltérést (nincs 
bemutatva). A tisztított, rekombináns vírust RT/PCR-t követő nukleinsav sorrend 
meghatározással is ellenőriztük és megállapítottuk, hogy a konstrukció stabil volt.  
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4. 4. 2. A rekombináns vírus tünettani jellemzése  
A további fertőzési kísérletekhez minden esetben tisztított viriont 
használtunk, 50 mg/ml koncentrációban. A fertőzéseket kilenc növényfajon 
végeztük el a szülői, illetve a rekombináns vírusok felhasználásával. A 
tesztnövényeket három csoportba soroltuk aszerint, hogy mindkét szülői vírus 
lokális fertőzést okoz (1. csoport), mindkét szülői vírus szisztemikus tüneteket 
indukál (2. csoport) vagy csak az egyik vírus alakít ki szisztemikus tüneteket (3. 
csoport).  
Az első csoportba különböző Chenopodium fajok tartoztak. Ezeket a 
növényeket, a szülői vírusokhoz hasonló módon, csak lokálisan fertőzte a hibrid 
vírus. A megjelenő léziók mérete és jellege inkább a CymRSV-re hasonlított (25. 
ábra). Míg például Chenopodium quinoa tesztnövényen a CMV nekrotikus, folyton 
növekvő léziót indukál, addig a CymRSV és a rekombináns CMVcymMP 
klorotikus, apró léziókat alakít ki. Chenopodium foetidum növényeken a CMV 
nagyobb, diffúzabb léziókat, míg a CymRSV és a CMVcymMP apró klorotikus 
léziókat indukál. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25. ábra A rekombináns és a szülői vírusok okozta lokális tünetek Chenopodium 
fajokon. 
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A vizsgált növények második csoportjába tartozó növényeknél (N. 
benthamiana, N. clevelandii és N. megalosiphon) a hibrid vírus a szülői vírusokhoz 
hasonlóan szisztematikus fertőzést okoz. A CMVcymMP vírus tünetei mindkét 
szülői vírus tüneteire emlékeztettek, levéldeformációt és mozaik tüneteket 
figyeltünk meg. A szülői vírusoknál a tünetek erőssége eltérő. A hibrid vírus a 
CymRSV-nél gyengébb, a CMV-nél pedig erősebb tüneteket indukált. Példaként a 
Nicotiana benthamiana növényeken okozott tüneteket mutatom be (26. ábra).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26. ábra A CMVcymMP, CMV és CymRSV vírusok által okozott tünetek N. 
benthamiana növényeken 14 nappal az inokulálás után. 
 
 
A vizsgált tesztnövények harmadik csoportjába a tartozó N. debney, N. 
glutinosa, N.tabacum cv. Xanthi növényeken a szülői vírusok közül a CymRSV nem 
okoz szisztemikus tüneteket, a vírus a nem inokulált, csúcsi levelekből nem 
mutatható ki, míg a CMV mindhárom gazdanövényen szisztemikus tüneteket 
indukál. A rekombináns CMVcymMP vírus szisztemikusan fertőzi a N. debney és 
N.tabacum cv. Xanthi növényeket, azonban a N. glutinosa növényen csak lokális 
fertőzést indukál (27. ábra).  
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27. ábra CymRSV és CMVcymMP vírus RNS akkumulációja különböző 
tesztnövényeken 14 nappal az inokulálás után. A tesztnövények a következők: N. 
megalosiphon (1), N. tabacum cv. Xanthi (2), N. glutinosa (3), N. debney (4). A 
radioaktívan jelölt próba a CymRSV MP génre specifikus. (gRNS a CymRSV 
genomikus RNS-e, sgRNS1, sgRNS2 a CymRSV subgenomikus RNS-ei.) 
 
A CMVcymMP a N. debneyi és N. tabacum cv. Xanthi tesztnövényeket 
szisztemikusan fertőzte és a tünetek is kialakultak a nem inokulált leveleken. 
Példaként a N. tabacum cv. Xanthi növényeken indukált tüneteket mutatom be (28. 
ábra). A CymRSV esetében jól megfigyelhetők voltak a fertőzött leveleken 
kialakuló lokális léziók, amik sem a CMV, sem a hibrid vírus hatására nem 
alakulnak ki. A hibrid vírusnál megjelenő szisztemikus tünetek ebben az esetben a 
CMV által indukált tünetekre emlékeztettek.  
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28. ábra A CMVcymMP, CMV és CymRSV vírusok által okozott tünetek N. 
tabacum cv. Xanthi növényeken. Az inokulált leveleket 7 nappal, a teljes növényt 
21 nappal a fertőzés után fényképeztük. (A piros nyíl a lokális léziókat mutatja.) 
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A Nicotiana glutinosa tesztnövényen a hybrid vírus a CymRSV-hez 
hasonlóan lokális léziókat indukált a fertőzött leveleken, bár a léziók a 
CMVcymMP esetén diffúzabbak és halványabbak voltak a szülői vírushoz képest. 
A szisztemikus terjedésre ezen a gazdanövényen a CMVcymRSV nem volt képes 
(29. ábra). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29. ábra A CMVcymMP, CMV és CymRSV vírusok által okozott tünetek N. 
glutinosa növényeken. Az inokulált leveleket 7 nappal, a teljes növényt 21 nappal a 
az inokulálás után után fényképeztük. (A piros nyilak a lokális léziókat mutatják.) 
 
Tehát összefoglalva elmondhatjuk, hogy egy heterológ mozgási fehérjének 
hatása van a tünetek kialakulására. A vizsgált gazdanövények I. csoportja 
(Chenopodium spp.) esetében meghatározza a lokális léziók méretét, jellegét. A II. 
C VcymMP     CMV          CymRSV 
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csoportba tartozó Nicotiana fajoknál módosítja a vírusfertőzés tüneteit, míg a III. 
csoportba tartozó Nicotiana glutinosa növényen lokális léziót indukál de 
szisztemikus tünetek nem alakulnak ki. A másik két, ebbe a csoportba tartozó 
gazdanövényen szisztemikus tünetek alakultak ki. 
 
4. 5. A Pannon ökorégióban előforduló PSV izolátumok jellemzése  
Mint az előző munkák során bemutattam, a cucumovírusok hármas RNS-én 
kódolódó géneknek fontos szerepe van mind a jellemző tünetek kialakításában, 
mind a gazdanövénykör meghatározásában. A szintén Cucumovírus nemzetségbe 
tartozó, de elsősorban pillangósokon előforduló földimogyoró törpülés vírusról 
(Peanut stunt virus, PSV) sokkal kevesebb információ érhető el e tekintetben, 
különösen az akác növényekről származó izolátumok esetén. Éppen ezért tűztük 
ki célul akácról származó PSV izolátumok gyűjtését, tünettani és molekuláris 
biológiai jellemzését. Így egy gödöllői akácról származó izolátummal, az Rp-PSV-
vel kezdtünk el foglalkozni.  
 
4. 5. 1. Az Rp-PSV nukleotid sorrendjének meghatározása, filogenetikai és 
rekombinációs elemzése  
Az Rp-PSV izolátumot tesztnövényen történő felszaporítás után tisztítottuk, 
majd vírus RNS-t vontunk ki. Mivel az adatbankban ismert PSV szekvenciákkal 
homológ oligonukleotidokkal nem sikerült a vírus RNS amplifikációja, az RNS-ek 
3’ végét poliadenilálás után klónoztuk, és meghatároztuk a valós 3’ vég 
nukleinsav sorrendjét, majd a mindhárom RNS valós 5’ vég nukleinsav sorrendjét 
is meghatároztuk. A meghatározott nukleinsav sorrend ismeretében specifikus 
oligonukleotidokat rendeltünk, majd mindhárom genomi RNS-t klónoztuk és 
meghatároztuk a teljes nukleinsav sorrendjüket. A gemoni RNS-ek nukleinsav 
sorrendjét elhelyeztük a GenBank nemzetközi adatbázisban az AM905353, 
AM905354, AM905355 azonosító számok alatt. Az RNS1 3325 nt, az RNS2 2942 nt, 
az RNS3 2208 nt hosszúságúnak bizonyult, mely adatok megközelítőleg 
megegyeztek az adatbankban található más PSV izolátumok nukleinsav 
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sorrendjének hosszával, és a cucumovírusokra jellemző öt nyílt leolvasási keret is 
azonosítható volt. 
Az általunk meghatározott nukleinsav sorrendeket összehasonlítottuk az 
adatbankban megtalálható PSV, illetve más cucumovírus szekvenciákkal. 
Megállapítottuk, hogy az Rp-PSV nukleinsav szinten az RNS1 és 2 esetében a W-
PSV-vel (84,6 %), a teljes RNS3 esetén pedig a J-PSV-el (83,9 %) mutatja a 
legnagyobb hasonlóságot. A géneket kódoló szakaszainak homológia viszonyait 
külön-külön vizsgálva, az 1a, 2a fehérjét, illetve a 3a fehérjét kódoló szakaszok 
továbbra is a W-PSV-vel mutatták a legnagyobb hasonlóságot, azonban a CP-t 
kódoló gén esetén a Mi-PSV-vel kaptuk a legnagyobb hasonlóságot. A géneket 
kódoló szakaszok filogenetikai analízisét is elvégeztük, ami teljesen egybeesett a 
homológia vizsgálatokkal (30. ábra). Ugyanakkor nyilvánvaló, hogy az általunk 
vizsgált Rp-PSV izolátum semelyik korábban leírt PSV alcsoportba sem illeszthető, 
hiszen a nukleinsav sorrendek azonossága minden esetben elmaradt a megkívánt 
90 %-os értéktől.  
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30. ábra A Cucumovírus nemzetség 1a, 2a, 3a és 3b génjeinek nukleotid alapú 
filogenetikai vizsgálata. Az elágazásoknál feltüntetett számok a bootstrap-analízis 
eredményét mutatják, a BMV-F (GenBank DQ530423, DQ530424, DQ530425) 
csoporton kívüli kontroll izolátum.  
 
1a  gén 
2a  gén 
3a  gén 
3b  gén 
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Mivel az RNS3-on kódolódó két gén a filogenetikai vizsgálat során eltérő 
rokonsági viszonyokat mutatott, az RNS3-at rekombinációs analízisnek vetettük 
alá. A rekombinációs vizsgálatokban a GenBank-ban elérhető teljes PSV RNS3 
nukleinsav sorrendeket vontuk be. Az elemzés során 2 feltételezett rekombinációs 
forró pontot azonosítottunk 95 %-os szignifikancia szinten az 1199 nt és az 1873 nt 
körüli régióban. (a nt értékeket az Rp-PSV nukleotid sorrendjéhez viszonyítva 
adtuk meg). Az első forró pont a két kódoló szakasz közötti régióban található, 
míg a másodig a CP génben, 47 nt-dal a stop kodon előtt helyezkedik el. Így a két 
rekombinációs pont három szakaszra osztja az RNS3-t. Ezekre a szakaszokra újból 
elvégeztük a filogenetikai elemzést (31. ábra).  
 
31. ábra. A PSV RNS3 rekombinációs és filogenetikai elemzése. Az ábra alján a 
TOPALI v2 programcsomag PDM analízisével meghatározott rekombinációs 
pontok lokalizációja látható (ablakok mérete: 200 nt, lépések mérete: 10 nt). A 
szaggatott vonalak a 95 %-os szignifikancia szintet jelölik. Felette a PSV RNS3 
molekula sematikus ábrázolása található. A két vastag nyíl a rekombinációs 
pontok helyét jelöli, a kapcsos zárójelek és a nyilak az adott régiókból készült 
törzsfát jelölik. 
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Az első forró pont előtti, és a második forró pont utáni régiók esetén az Rp-
PSV a W-PSV-vel mutatta a legközelebbi rokonságot, míg a közbeeső szakasz a 
Mi-PSV-vel volt a legszorosabb kapcsolatban.  
A filogenetikai eredmények alapján egyértelműen állíthatjuk, hogy a PSV 
evolúciója során RNS3 szinten rekombinációs esemény játszódott le. Az alacsony 
azonossági értékek arra utalnak, hogy ez a rekombináció régen történhetett. 
 
4. 5. 2. A Pannon ökorégióból származó PSV izolátumok jellemzése  
Az Rp-PSV jellemzése során felvetődött a kérdés, hogy ez az izolátum 
teljesen egyedi-e, illetve akácfákon milyen PSV izolátumok fordulnak elő 
régiónkban. A további vizsgálatokhoz 9 PSV izolátumot gyűjtöttünk akác 
növényekről Budapestrről (B-PSV), Mezőcsátról (Cs-PSV), Füzesgyarmatról (F-
PSV), Ljubljanaból, Szlovéniából (Ljb-PSV), Gödöllőről (Rp2), Szeghalomról (Sz-
PSV), Tihanyból (T1-PSV, T2-PSV) és Tevelről (Tev-PSV). Egyléziós passzálást 
követően N. benthamiana tesztnövényen tartottuk fenn és szaporítottuk további 
vírustisztításhoz az izolátumokat. 
 
4. 5. 2. 1. A Pannon ökorégióból származó PSV izolátumok nukleotid 
sorrendjének jellemzése és filogenetikai vizsgálata  
Az izolátumok filogenetikai jellemzéséhez az RNS3 részleges klónozását 
végeztük el. A klónozott darab mindegyik esetben tartalmazta a 3a fehérje kódoló 
régiójának egy részét, a két gén közötti teljes szakaszt, a teljes CP kódoló régiót és 
a 3’ nem kódoló részt. A meghatározott szakaszok hosszát és GenBank-i azonosító 
számát a 3. táblázat mutatja. A meghatározott RNS3 szakaszok a legtöbb esetben 
közel azonos hosszúságúak voltak (1342-1351 nt), variációk a nem kódoló 
régiókban fordultak elő. A Cs-PSV izolátum esetén lényegesen hosszabb volt a 
meghatározott rész (1542 nt), ami a 3’ nem kódoló rész egy 196 nt hosszú 
szakaszának duplikációjának a következménye. 
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Izolátum neve genomi rész mérete (nt) GenBank azonosító 
szám
PSV-B részleges RNS3 1342 FM992670
PSV-Cs részleges RNS3 1542 FM992665
PSV-F részleges RNS3 1346 FM992666
PSV-Ljb részleges RNS3 1346 FM992667
PSV-Rp2 részleges RNS3 1347 AM980675
PSV-Sz részleges RNS3 1345 FM992671
PSV-T1 részleges RNS3 1345 FM992669
PSV-T2 részleges RNS3 1351 FM992668
PSV-Tev részleges RNS3 1349 FM992672
 
3. táblázat.  A Pannon ökorégióból származó PSV izolátumok meghatározott régióinak 
hossza és GenBank-i azonosító számai. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A vizsgált RNS3 szakaszok teljes egészében magukba foglalták azt a régiót is, 
mely az Rp-PSV esetében a két rekombinációs pontot és a CP gént tartalmazta (32. 
ábra).  
 
 
 
 
32. ábra A PSV RNS3 molekula sematikus ábrázolás. Zöld színnel a Pannon 
ökorégióból származó izolátumok esetében meghatározott nukleinsav szakasz 
látható. A piros nyilak az Rp-PSV esetén meghatározott rekombinációs pontok 
pozícióját jelölik.  
 
A vizsgált újabb kilenc PSV izolátum nuklein és aminosav sorrendjét 
összehasonlítottuk a korábban vizsgált Rp-PSV izolátuméval, valamint a 
GenBankban található összes PSV izolátum megfelelő régiójának nukleinsav 
sorrendjével. A Pannon ökorégióból származó izolátumok nuikleotid sorrendje 
96,3-98,0 %, míg aminosav sorrendjük 98,1-100 % azonosságot mutatott az Rp-PSV 
izolátuméval. Egyéb PSV izolátumokkal az azonosság hasonló volt az Rp-PSV-nél 
leírtakkal. A filogenetikai vizsgálatokat az Rp-PSV-nél meghatározott 
rekombinációs pontok közé eső régióval, és a teljes klónozott szakasszal is 
elvégeztük. Az első esetben mindegyik izolátum a Mi-PSV-vel mutatta a 
legközelebbi rokonságot, míg a teljes szakaszra a W-PSV-vel bizonyult 
CP gén 3a 
 
1201 1873 
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legszorosabbnak a kapcsolat. Mindegyik elemzés bizonyította a Pannon 
ökorégióból származó izolátumok szoros rokonságát, és a többi izolátumtól való 
határozott elkülönülését (33. ábra). Ezek az akácról származó izolátumok egy új, 
jól körülhatárolható alcsoportot alkotnak. 
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33. ábra A cucumovírus RNS3 molekulák különböző régiójának filogenetikai 
vizsgálata. a: A rekombinációs pontok közötti nt szakasz, b: a részleges MP-t 
kódoló, a teljes IR, a teljes CP kódoló és a 3’ nem kódoló régiókat tartalmazó 
szakaszok vizsgálata. Az elágazásoknál feltüntetett számok a bootstrap-analízis 
eredményét mutatják. A BMV-F csoporton kívüli kontroll izolátum. A négyzetek 
és római számok a PSV alcsoportok vizuális elkülönítését és azonosítását segítik. 
 
4. 5. 2. 2. A Pannon ökorégióból származó PSV izolátumok tünettani jellemzése 
Mivel a vizsgált izolátumok akác növényről származtak, míg az 
adatbankban található többi PSV izolátumot egyéb pillangós növényekről 
izolálták, fontosnak tartottuk a legfontosabb tesztnövények tünettani jellemzését 
is. Összesen 5 növénycsaládba tartozó 16 növényfaj vizsgálatát végeztük el (4. 
táblázat). 
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Amennyiben szisztemikus tüneteket nem figyeltünk meg, a növények 
fertőzöttségét Northern analízissel vizsgáltuk. A legtöbb tesztnövényen a vizsgált 
izolátumok egyformán viselkedtek. Érdekes kiemelni, hogy a C. amaranticolor 
növényeken a PSV izolátumok klorotikus lokális léziókat indukáltak, és e mellett a 
cucumovírusoknál szokatlan módon szisztemikus tünetek, mozaikosodás és 
levéldeformáció is megjelent (34. ábra). Lencsén és borsón a kísérletek során soha 
nem figyeltünk meg tüneteket, azonban Northern analízissel a nem fertőzött, 
csúcsi levelekben a vírus kimutatható volt. Érdekes volt az akác magoncok 
mesterséges fertőzése is, ahol a fertőzés után kialakultak a tünetek, azonban egy 
hónappal a fertőzés után a tünetek maszkírozódtak, bár a vírus jelenléte továbbra 
is kimutatható volt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       34. ábra Tev-PSV okozta tünetek C. amaranticolor inokulált (A) és csúcsi levelein (B) 
 
A különböző izolátumok tünetei között csak N. glutinosa tesztnövényen 
tapasztaltunk lényeges eltérést. Az inokulált leveleken tünetek nem alakultak ki, 
bár itt mindegyik PSV izolátum kimutatható volt. Később az Rp2-PSV, F-PSV, Sz-
PSV és a Ljb-PSV esetén figyeltünk meg szisztemikus tüneteket. Ezeknél az 
izolátumoknál a növények törpülését és mozaik tüneteket figyeltünk meg (35. 
ábra). A többi izolátum esetén szisztemikus tünetek soha nem jelentek meg, és a 
vírusok jelenléte Northern hibridizációval sem volt kimutatható (36. ábra). 
A B 
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A Cucumis sativus cv. Delicates, Solanum lycopersicum cv. Kecskeméti 
jubileum, a N. debney, a N. tabacum cv. Xanthi gazdanövényeket egyik vizsgált 
izolátum sem fertőzte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
35. ábra PSV-Rp2 által fertőzött N. glutinosa (bal oldalt), és vele azonos korú, egészséges 
növény (jobb oldalt), azonos levélszintjéről szedett level. 
 
 
 
36. ábra PSV izolátumokkal fertőzött N. glutinosa növények vizsgálata Northern 
blot analízissel. Mintavétel a fertőzés után 1 héttel (lokálisan fertőzött levél) és 3 
héttel (szisztemikusan fertőzött levél). Fekete alapon a vizsgált növényekből 
kivont, etídium-bromiddal festett össznukleinsav látható. Pozitív kontroll: PSV-
Rp-vel fertőzött N. benthamiana, negatív kontroll: nem fertőzött N. glutinosa. 
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Összefoglalva elmondhatjuk, hogy a Pannon ökorégióban előforduló PSV 
izolátumok mind patológiai jellemzőiket tekintve, mind genetikailag egységes és 
jól elkülöníthető alcsoportot alkotnak. Kialakulásuk a II-es és III-as PSV alcsoport 
közötti rekombinációs eseménnyel hozható összefüggésbe. 
 
4. 6. Egy különleges patotípusú CMV, az Ns-CMV vizsgálata  
Az eddig ismertetett munkák során elsősorban a cucumovírusok RNS3-
ának a patológiai jellemzők kialakításában, a gazdanövénykör változatosságában 
betöltött szerepét vizsgáltuk. Azonban az utóbbi években mind fontosabbá vált az 
RNS1 és 2 szerepének tisztázása a tünetek kialakításában. Az Ns-CMV izolátum 
jellemzése ezekhez a munkákhoz járult hozzá. 
 
4. 6. 1. Tünettani vizsgálatok  
Az uborka mozaik vírus N izolátumát eredetileg Fulton (1953) egy 
pontosan nem megjelölt CMV-törzsből különítette el, és mint véletlen mutánst 
azonosította. A mutáns izolátum különleges patológiai tulajdonsága abban 
nyilvánult meg, hogy a legtöbb CMV törzzsel szemben szisztemikusan fogékony 
növényfajokon, így például a Solanaceae család fajain is csak lokális léziókat 
okozott. Az általunk használt Ns-CMV izolátum N. clevelandii növények fertőzött 
levelein lokális léziót, majd szisztemikus fertőzést indukált, míg N. tabacum cv. 
Xanthi-nc és N. glutinosa tesztnövényeken csak az inokulált leveleken figyeltünk 
meg lokális fertőzést, de szisztemikus tünetek nem alakultak ki (37. ábra), és 
ezekben az esetekben a vírus Northern analízissel sem volt kimutatható a nem 
fertőzött levelekből (Salamon és mtsai., 1998). 
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37. ábra Az Rs-CMV és az Ns-CMV fertőzés tünetei Nicotiana clevelandii, Nicotiana 
glutinosa és Nicotiana tabacum cv. Xanthi tesztnövényeken. 
 
 
4. 6. 2. A nekrotikus tulajdonság genetikai hátterének vizsgálata  
A lokális léziók indukálásáért és a szisztemikus tünetek elmaradásáért 
felelős genetikai determináns azonosításához először elő kellett állítanunk a 
nekrotikus Ns-CMV törzs fertőzőképes klónjait. Ezeket specifikus primerek 
felhasználásával, PCR technika segítségével végeztük el. A fertőzéseket követően 
megállapítottuk, hogy a fertőzőképes klónok a mutáns vírussal megegyező 
tüneteket indukálnak. A további munkához fontos volt a teljes nukleinsav sorrend 
ismerete, így meghatároztuk azt, és elhelyeztük a GenBank adatbankban 
(azonosítási szám: AJ580953, AJ511989 és AJ511990). Az Ns-törzs nukleinsav 
sorrendjét összehasonlítottuk más CMV izolátumokéval, köztük a 
laboratóriumunkban használt Rs-CMV izolátuméval is. Megállapítottuk, hogy az 
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Ns-CMV törzs egy tipikus, első alcsoportba tartozó izolátum. Aminosav szinten az 
Rs és az Ns-CMV izolátumok 97,5-99 %-os hasonlóságot mutattak. 
Az Ns-CMV különleges patológiai jellegének genetikai determinánsának 
meghatározásához először reasszortáns vírusokat készítettünk az Rs-CMV és az 
Ns-CMV fertőzőképes klónjainak felhasználásával. A N. clevelandii növényeken 
felszaporított és tisztított virionokkal végeztük el a tesztnövények fertőzését (5. 
táblázat).  
 
5. táblázat Az Ns-Rs reasszortáns vírusok tünetei különböző tesztnövényeken. 
 
 genotípus   N. clevelandii N. glutinosa N. tab. cv. Xanthi-nc 
R1/R2/R3 - / ld, mo - / mo - / ék, mo 
R1/R2/N3 - / ld, mo - / mo - / ék, mo 
R1/N2/R3 - / ld, mo - / mo - / ék, mo 
R1/N2/N3 - / ld, mo - / mo - / ék, mo 
N1/N2/N3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / - 
N1/N2/R3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / - 
N1/R2/N3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / - 
N1/R2/R3 nl / nl (csn) nll / - (mo) nll / - 
 
Az első adat a lokális, a második a szisztémikus tünetekre vonatkozik. 
Zárójelekben tüntettük fel a hosszú idő múlva illetve nagyon ritkán megfigyelhető 
tüneteket. ld: levéldeformáció, mo: mozaik, ék: érkivilágosodás, nl: nekrotikus 
lézió(k), csn: csúcsnekrózis, nll: nekrotikus lokális lézió. 
 
A tesztnövények vizsgálata során megállapítottuk, hogy azokban a vírus 
RNS kombinációkban alakuk csak ki az Ns-CMV-re jellemző tünetek, amikor az 
Ns-CMV RNS1 jelen volt. Ha e mellett az RNS1 mellett az Rs-CMV RNS2 és 3 
található, a szokatlan tünetek akkor is megjelennek. Így megállapítottuk, hogy 
kizárólag az Ns-CMV RNS1-en lokalizálódik az a genetikai determináns, ami az 
Ns-CMV szokatlan tüneteiért felelős. 
A továbbiakban rekombináns RNS1 konstrukciókat készítettünk az Rs-
CMV RNS1 és Ns-CMV RNS1 fertőzőképes klónok felhasználásával. A mindkét 
klónban azonos pozícióban megtalálható ApaI, BsmI, Csp45I, EcoRV és BamHI 
restrikciós hasítóhelyek felhasználásával (38. ábra).  
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38. ábra Az elkészített Ns-Rs rekombináns konstrukciók sematikus ábrázolása. 
Fehér színnel az Rs, feketével az Ns-CMV-ből származó részeket tüntettük fel. 
 
Az elkészült konstrukciókkal az Rs-CMV RNS2 és 3 transzkriptumok 
jelenlétében N. clevelandii, N. tabacum cv. Xanthi és N. glutinosa növényeket 
fertőztünk, és megállapítottuk, hogy az Ns-CMV-re jellemző tünetek csak azoknál 
a konstrukcióknál alakulnak ki, amelyek az Ns-CMV 1a fehérje 450-477 aminosav 
szakaszának megfelelő régiót tartalmazta. Ezek az NR, N.RNR, RNRí/BsmI és az 
RNR/Csp konstrukciók voltak.  
Következő lépésben összehasonlítottuk az Ns-CMV és az Rs-CMV 450-477 
aminosavak közötti szakaszát. Megállapítottuk, hogy a két vizsgált CMV izolátum 
ebben a régióban 5 aminosav pozícióban tér el egymástól (39. ábra).  
Csp 45I 
Bsm I Bsm I Eco RV Apa I Bam HI 
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        Rs-CMV        450 SKWFAALTRPLRVFFSSVVHALFPTLR 
        Ns-CMV        450 SKWFAAFTRPLCQFFSSAVRALFPTLR        
 
39. ábra Az Ns-CMV és az Rs-CMV 1a fehérjéinek összehasonlítása a klónok 
Csp45I – EcoRV hasítóhelyek közötti régiójának megfelelő fehérjeszakaszon. Az 
eltéréseket piros színnel emeltük ki. 
 
 
A továbbiakban az eltérő pozíciókat egyesével vizsgáltuk. Az Rs-CMV 
RNS1 klónjában egyesével, mutációval megváltoztattuk az eltérő aminosavakat az 
Ns-CMV-ben megtalálható megfelelőire, majd a konstrukciókat tesztnövényeken 
vizsgáltuk. Megállapítottuk, hogy a 461-es pozícióban levő arginin cseréje 
ciszteinre elegendő volt az Ns-CMV-re jellemző tünetek megjelenéséhez. A 
kísérlet fordítottját is elvégeztük, tehát cisztein helyett arginint építettünk az Ns-
CMV 461 as pozíciójába. Ebben az esetben eltűntek az Ns-CMV-re jellemző 
tünetek, és az I. CMV alcsoportra általánosan jellemző mozaik tüneteket 
figyeltünk meg.  
Tehát az Ns-CMV különleges patológiai jellemzőinek meghatározásáért az 
1a fehérje egyetlen aminosava felelős. 
 
4. 6. 3. Az 1a fehérje 461-es pozíciójának részletes vizsgálata  
Az 1a fehérjének nem ismert a másodlagos szerkezete, így a további 
vizsgálatokhoz elkészítettük a mutáció körüli régió jósolt fehérjeszerkezetét. Az 
eredmények szerint a 461-es aminosav egy 12 aminosav   hossúságú   α-hélix 
második aminosavaként helyezkedik el. Ezt   az   α-hélixet   három   aminosav
megszakítással egy másik, hét aminosav hosszúságú α-hélix előzi meg (40. ábra). 
A két hélix érdekessége, hogy az egyik oldalán elsősorban hidrofób aminosavak 
helyezkednek el, míg a másik felén bázikus és neutrális aminosavak találhatók. 
Így az egész régió amfipatikus, α-hélixnek tekinthető.  
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40. ábra A: Hélix kerék típusú ábrázolása az Ns és Rs CMV 443 és 472 as közé eső 
régiójának. B: Az Ns és az Rs-CMV 1a fehérjéinek vizsgált szakaszának 
összehasonlítása. A pontok az aminosav azonosságot, h az α-hélix részt, a ~ pedig 
a hurok régiót jelöli. A 461-es pozíciót szürke illetve fekete háttérrel emeltük ki. 
 
A 461-es aminosav funkciójának további vizsgálatához mutációkat 
terveztünk ebben a pozícióban. A modell szerint a 461-es aminosav a hidrofób és a 
hidrofil-neutrális régió határán található, így a fehérje szerkezet akkor sem 
változik, ha pozitív töltésű vagy neutrális aminosavval helyettesítjük. Hat 
pontmutációt terveztünk, amiket az Ns-CMV RNS1 fertőzőképes klónjába 
építettünk. Az első esetben a C461-t neutrális alaninnel helyettesítettük (C461A). A 
második mutációnál, amikor egy szerint építettünk be (C461S), azt a feltételezést 
akartuk ellenőrizni, hogy a C461 részt vesz-e intra- vagy intermolekuláris 
diszulfid híd kialakításában, és ha igen, akkor ez szükséges-e a nekrózis 
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kialakításához. A harmadik mutáció során (C461K) azt vizsgáltuk, hogy az 
arginintől eltérő, más pozitív töltésű aminosavnak milyen hatása van a tünetekre. 
A negyedik mutáció során prolint építettünk be a vizsgált pozícióba (C461P), ami 
az ismertetett α-hélix szerkezetet megbontja. Az ötödik mutációnál hidrofil és 
poláris aminosav hatását vizsgáltuk (C461N). Végül egy negatív töltésű 
aminosavat (glutaminsav) is beépítettünk (C461E), ami a hélix amfipatikus jellegét 
alapvetően megváltoztatja. 
A mutáns klónok replikációját először N. clevelandii protoplaszt 
rendszerben vizsgáltuk. az Ns-CMV RNS2 és 3 jelenlétében. A protoplaszt 
fertőzése után 24 órával Northern analízissel vizsgáltuk a fertőzés hatékonyságát. 
A protoplasz kísérlet eredménye azt mutatta, hogy a C461E, a C461P és a C461N 
mutáns nem replikálódott. Az összes többi mutáns megtartotta a replikációs 
képességét, bár a C462K mutáns esetén ennek hatékonysága csökkent (41. ábra). 
Mivel mind az Ns-CMV, mind az Rs-CMV szisztemikusan fertőzi a N. 
clevelandii növényeket, a következő fertőzési kísérletekhez ezt a tesztnövényt 
használtuk. Az összes mutáns az Ns-CMV RNS2 és 3 jelenlétében fertőztük. A 
fertőzés lefolyását vizuálisan, illetve RT/PCR analízissel követtük nyomon. Ahogy 
a protoplaszt kísérletekből várható volt, a C461E, a C461P és a C461N mutánsok 
nem fertőzték a N. clevelandii növényeket. Az Ns-CMV és a C461R, a C461S és a 
C461A mutánsnál 5-6 nappal a fertőzés után jelentek meg szisztemikus tünetek, 
míg a C461K mutánsnál csak 10-12 nap elteltével figyeltünk meg tüneteket. A 
szisztemikus tünetek mindegyik esetben hasonlóak voltak, azonban a fertőzött 
leveleken az Ns-CMV, a C461A és a C461S vírusok esetén lokális léziókat is 
megfigyeltünk. 
A sikeresen fertőző konstrukciók esetén viriont tisztítottunk a fertőzött 
növényekből, majd az RNS 1 1324-2400 nt közötti régiójának megfelelő szakaszt 
RT/PCR reakcióval emeltük ki. A PCR termékek nukleinsav sorrend 
meghatározása mindegyik esetben bizonyította a mutációk stabilitását.  
A továbbiakban azoknak a tesztnövényeknek a vizsgálatával foglalkoztunk, 
melyeken az Ns-CMV az I. alcsoportú CMV-ktől eltérő tüneteket mutatott (N. 
tabacum cv. Xanthi, N. glutinosa) (6. táblázat). 
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41. ábra Fertőzött N.clevelandii protoplasztok Northern analízise. Mindegyik 
protoplasztot Ns2 és Ns3 transzkriptummal fertőztük a vad típusú illetve a 
mutáns RNS1 transzkriptumok mellett. A jelölt próba a CMV RNS3 3’ terminális 
régiójával volt komplementer. Az ethidium bromiddal festett riboszómális RNS-ek 
a Northern blott alatt kerültek bemutatásra. 
 
6. táblázat. A fertőzött tesztnövényeken kialakuló tünetek típusai 
vírusok F e r t ő z ö t t  n ö v é n y f a j a  
 Nicotiana 
clevelandii 
Nicotiana glutinosa Nicotiana tabacum cv. 
Xanthi 
 Ns-CMV L, Sys. M. alacsony conc.: L  
magas conc.: Sys. M. 
alacsony conc.: L  
magas conc.: Sys. M.. 
  Rs-CMV M, Sys. M. M, Sys. M. M, Sys. M. 
C461A L, Sys. M. L L 
C461S L, Sy. M. alacsony conc.: L  
magas conc.: Sys. 
chlorosis 
alacsony conc.: L  
magas conc.: Sys. 
chlorosis 
C461K Sys. M. 8 nap Sys. M. 8nap Sys. M 8 nap 
C461R Sys. M. 4 nap  Sys. M. 4 nap Sys. M. 4 nap 
C461P – – – 
C461N – – – 
C461E – – – 
a L.=Lézió, Sys.= Szisztemikus tünet, M.=Mozaik, conc.=koncentráció 
RNS1, 2 
RNS3 
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Ezeknek a tesztnövényeknek a vizsgálatához tisztított virionokat 
használtuk fel, egységesen 50 µg/ml koncentrációban. A mutánsok közül a C461S 
és a C461A az Ns-CMV-hez hasonlóan lokális léziókat indukált az inokulált 
leveleken, és ezekben az esetekben szisztemikus fertőzés nem alakult ki. A 
kialakult léziók jellege azonban eltérő volt. N. tabacum cv. Xanthi növényeken az 
Ns-CMV fertőzés következtében teljesen nekrotizálódtak, és néhány szaggatott 
vonalat figyeltünk meg a léziók körül. A C461A vírus esetén a lézió közepe nem 
nekrotizálódott, de a szaggatott vonalak a fertőzés helye körül jól 
körülhatárolódtak. A C461S vírus esetén a lokális fertőzés tünetei ugyan jól 
látszottak, de sokkal enyhébbek voltak, mint az előző két esetben (42. ábra).  
A lokális léziót indukáló izolátumoknál szisztemikus tünetek nem alakultak 
ki, és ezek a vírusok Northern analízissel sem voltak kimutathatók. A C461K 
mutáns az Rs-CMV-re emlékeztető tüneteket indukált, azonban ezek a tünetek 
később, csak nyolc nappal a fertőzés után alakultak ki. A tünettani 
megfigyeléseinket Northern analízissel is megerősítettük (43. ábra). Nicotiana 
glutinosa tesztnövényen az Ns-CMV és a C461A fertőzéskor alakultak ki 
nekrotikus léziók az inokulált levélen. A C461S fertőzés következtében tipikus 
lokális léziók ezen a tesztnövényen nem alakultak ki, inkább csak klorotikus 
foltokat figyeltünk meg (44. ábra). Ezeknél a mutánsoknál szisztemikus tünetek 
nem alakultak ki. A C461R vírus az Rs-CMV-hez hasonlóan már 4 nappal a 
fertőzés után detektálható volt a nem fertőzött felső levelekben, mí a C461K vírust 
csak 8 nappal az inokulálás után tudtuk kimutatni (43. ábra).  
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42. ábra Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc növényeken kialakuló lokális és 
szisztemikus tünetek. A növények a szülői vírusokkal (A: Ns-CMV, B: Rs-CMV) és 
a különböző mutánsokkal (C: C461A, D: C461K, E: C461S, F: C461R) inokuláltuk. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
43. ábra Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc növények szisztemikusan fertőzött 
leveleinek Northern analízise. 
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44. ábra Nicotiana glutinosa növényeken kialakuló lokális és szisztemikus tünetek. 
A növények a szülői vírusokkal (A: Ns-CMV, B: Rs-CMV) és a különböző 
mutánsokkal (C: C461A, D: C461K, E: C461S, F: C461R) inokuláltuk.  
 
A következőkben megvizsgáltuk a fertőzés lefolyását abban az esetben, ha 
extrém magas víruskoncentrációval inokuláltuk a növényeket (5 mg/ml). A 
legtöbb esetben a tünetek megegyeztek az előzőekben leírtakkal. A lokális léziót 
okozó mutánsoknál az inokulált levél teljesen elpusztult, nekrotizálódott. A 
C461A mutáns esetén soha nem alakult ki szisztemikus tünet, míg az Ns-CMV-nél 
néhány esetben szisztemikus mozaik tünetek jelentek meg. A vírus nukleinsav 
sorrendje ezekben az esetekben is stabil maradt, amint azt az RT/PCR nukleinsav 
sorrend meghatározás bizonyította. A C461S mutánssal történő fertőzés is csak 
néhány esetben vezetett szisztemikus tünetek kialakulásához, azonban ezeknek a 
tüneteknek a jellege szokatlan volt (45. ábra). A levélerek körül intenzív, sárga 
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foltok jelentek meg, azonban ezek a levélnek egy kisebb részére lokalizálódtak. A 
vírust a levélnek csak a sárga részéből lehetett kimutatni mind RT/PCR, mind 
Northern analízissel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
45. ábra A C461S mutáns fertőzés után 18 nappal kialakult tünetek a Nicotiana 
tabacum cv. Xanthi növények nem fertőzött levelén. 
 
4. 6. 4. Strukturális változások az 1a fehérjében a különböző mutációk hatására  
A korábban leírtak szerint a vizsgált fehérjeszakasz egy nem teljesen 
folyamatos, amfipatikus α-hélixen helyezkedik el. A vizsgált 461-es aminosav a 
neutrális és bázikus régió találkozásánál lokalizálódik, így fontos szerepe lehet az 
1a fehérje különböző funkcióinak kialakításában. Mindegyik mutáns vírus esetén 
elkészítettük a 461 as körüli régió modelljét (46. ábra). A legnagyobb változás a 
C461P mutáns esetén jósolható, ebben az esetben az  α-hélix szerkezetben egy erős 
törés alakul ki. A C461E mutáns esetén a glutaminsav negatív töltésének hatására 
a hélix töltésviszonyai teljesen megváltoznak, elveszíti amfipatikus jellegét. A 
protoplaszt kísérletek is bizonyították, hogy ezekben az esetekben annyira 
megváltozott a fehérje szerkezete, hogy a vírus elveszítette replikációs képességét. 
Az Ns-CMV-hez hasonló tüneteket indukáló C461A és C461S mutánsok 
szerkezete is hasonló. Megmarad a hélixek szerkezete, illetve amfipatikus jellegük 
sem változik. 
A C461R illetve C461K mutánsok esetén a hélix szerkezet nem változik, 
azonban a bázikus rész kiterjedése lényegesen nagyobb.  
A C461N mutáns, mely replikációra nem képes, az Ns-CMV-hez hasonló 
szerkezetű és töltésviszonyú, egyedül a neutrális régió kiterjedése nagyobb, és az 
oldalcsoport lokalizációja változik. 
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46. ábra A különböző mutációk hatása az 1a fehérje részleges szerkezetére. 
Mindegyik modell az 1a fehérje részleges, jósolt szerkezetét mutatja be a 443-472 
as régióban. A: Ns-CMV, B: Rs-CMV, C: C461A, D: C461K, E: C461S, F: C461R, G: 
C461N, H: C461E, I: C461P. J: A C461P konstrukció esetén mutatja be a szerkezet 
torzulását. Mindegyik esetben a piros szín a -1,8 kT-nál kisebb potenciálú, a fehér 
a 0,0 potenciálú, míg a kék a +1,8 kT-nál nagyobb potenciálú régiókat jelöli. 
 
A B 
C D 
E F 
G H 
I J 
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5. EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA 
 
A cucumovírus nemzetségbe tartozó vírusoknak mindössze három genomi 
RNS-e van, ami csupán öt fehérjét kódol. Ezeknek az RNS-eknek és fehérjéknek 
együttesen kell biztosítani a vírus “szaporodását”, terjedését, alkalmazkodását a 
változó környezeti viszonyok és gazdanövény kapcsolatok során.  
Legtöbb ismeretünk az RNS3 és az általa kódolt fehérjék szerepéről van 
ezekben a folyamatokban, és a mi munkánk során is ehhez a területhez 
kapcsolódik a legtöbb eredményünk. A köpenyfehérjét vizsgálva korábban a 129-
es aminosav kulcsszerepét több esetben, többféle gazdanövény fertőzése során 
bizonyították (Suzuki és mtsai., 1991; Suzuki és mtsai., 1995; Kobori és mtsai., 
2003; Mochizuki és Ohki, 2011). Arról a mechanizmusról, hogy a 129-es aminosav 
hogyan befolyásolhatja a tüneteket csak feltételezések vannak. Azt tudjuk, hogy ez 
az aminosav az összeépült víruspartikulum felületén,  a    βE-αEF hurok régióban 
helyezkedik el (Smith és mtsai., 2000), így akár közvetlen kölcsönhatásba is léphet 
növényi fehérjékkel. A klorózis kialakulását vizsgálva azt találták, hogy a 129 
szerin/fenilalanin csere hatással van a vírus becsomagolódására, a 
víruspartikulumok nem épülnek össze, hanem aggregálódnak a citoplazmában, 
majd a növény nekrózisa következik be (Suzuki és mtsai., 1995). A sárga fenotípus 
kialakulásáért ugyanakkor a thylakoid membránok abnormalitása volt a közvetlen 
felelős (Mochizuki és Ohki, 2011).  
Nicotiana glutinosa növényeken kialakuló különlegesen erős törpülést 
indukáló genetikai determinánst az R-CMV CP 193-as pozíciójú aszparagin 
aminosavaként azonosítottuk. A törpülés fenotípusa a vírusakkumuláció 
változásával nem hozható összefüggésbe, mivel ez olyan gazdanövény fertőzése 
során is megfigyelhető volt, ahol a két izolátum tünettani eltérést nem indukált. 
Hasonlóan a mi megfigyeléseinkhez Zhang és mtsai (1994) sem találtak 
kapcsolatot a tünetek súlyossága és a vírusakkumuláció között, azonban az I17F-
CMV által Solanaceae családba tartozó fajokon okozott különösen súlyos tünetek 
magas vírusakkumulációval korreláltak (Carrere és mtsai., 1999). N. glutinosa 
növényen a törpüléses fenotípus kialakulásához egyértelműen a sejtosztódás 
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intenzitásának csökkenése vezet. A legtöbb ismert nukleinsav sorrendű CMV 
esetén ebben a pozícióban a Trk7-CMV-hez hasonlóan lizin található, az R-CMV-
hez hasonlóan csak a Kin-CMV esetében található itt aszparagin, viszont ennek az 
izolátumnak a részletes patológiai jellemzése nem történt meg. A köpenyfehérje 
ezen aminosav pozíciójának patológiai jelentőségéről korábban nem jelentek meg 
adatok. Ez az aminosav pozíció is a 129-es aminosavhoz hasonlóan a 
víruspartikulum felületén helyezkedik el, a köpenyfehérje βH-βI hurok régiójában. 
Egyrészt nem kizárható, hogy a 193-as aminosv közvetlen kapcsolatba lépjen 
valamelyik növényi fehérjével, de ennél valószínűbb, hogy a törpüléses tünet 
kialakításában a 193-as pozíciót közvetlen megelőzve a 189-192 aminosavig terjedő 
szekvenciarészen (SKDD) azonosított kináz II (CK II) foszforilációs helynek van 
kulcsszerepe. A 193-as aminosav töltése (aszparagin: poláris, de töltéssel nem 
rendelkező aminosav, lizin: bázikus, pozitív töltésű oldallánc) befolyásolhatja a 
kináz kötődését a köpenyfehérje felületén. A jelenlegi kísérleti adatok birtokában a 
CP foszforilációjának szerepét csak valószínűsíteni tudjuk, ennek bizonyításához 
további kísérletek szükségesek. Mindenesetre általánosan jellemző, hogy a 
fehérjék különböző foszforiláltsági állapotban különböző biokémiai utakat 
indukálhatnak. Még egy, szintén a II. alcsoportba tartozó CMV izolátum ismert, 
mely N. glutinosa tesztnövényen törpülést indukál, a Q-CMV. Ebben az esetben 
azonban bizonyították, hogy a fenotípus a 2b géntől függ (Ding és mtsai., 1995b). 
A Q-CMV egyébként a Trk7-CMV-hez hasonlóan lizint tartalmaz a CP 193. 
pozíciójában, így nyilvánvaló hogy a két esetben eltérő vírus determinánsok 
indukálhatnak hasonló tüneteket egy adott gazdanövényen. 
A tünetek kialakításában a vírusfehérjék mellett számos növényi 
fehérje/gén is szerepet játszik (Goodman és mtsai., 1986; Matthews, 1991). Az R-
CMV által N. glutinosan okozott törpülés gazda-specifikus jellege lehetőséget 
kínálhat arra is, hogy a N. glutinosa illetve N. tabacum keresztezései segítségével 
térképezzük a fenotípus kialakításában résztvevő géneket. Ilyen jellegű 
vizsgálatokat melyben CMV által indukált tünetekért felelős géneket keresték, két 
esetben végeztek. Az egyik munkában bizonyították, hogy a súlyos klorotikus 
tünetek kialakulásáért az Y-CMV CP-je illetve két recesszív gazdanövény gén 
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kombinációja a felelős, melyeket az yb gének környezetére térképeztek N. tabacum 
„Ky57” fajtában (Takahashi és Ehara, 1993). A másik munkában a CMV 
lokalizációjáért felelős domináns Cry gént azonosították tehénborsóban (Nasu és 
mtsai., 1996). 
A cucumovírusok esetében a CP-nek kitüntetett szerepe van a vírus hosszú 
távú mozgásában is, hiszen a vírusfertőzésnek ez a lépése víruspartikulum 
formájában történik (Kaplan és mtsai., 1998, Schmitz és Rao, 1998). Ugyanakkor 
gyakran a növényi vírusok hosszú távú mozgásának hiánya okozza a vírus 
szisztemikus terjedésének hiányát, így az adott gazdanövény megmenekülhet a 
betegségtünetektől és komolyabb gazdasági károk sem keletkeznek. Az uborka 
termesztésében a CMV már hosszú ideje komoly károkat okoz, míg az általunk 
használt P-TAV csak lokálisan fertőzi. Éppen ezért vetődött fel annak a kérdésnek 
a vizsgálata, hogy a hasonló szerkezetű CP alegységekkel és víruspartikulumokkal 
rendelkező vírusok (Lucas és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2000) hosszú távú 
mozgása miért különbözik. A két vírus öt, a víruspartikulum felszínén 
lokalizálódó hurkainak cseréjével első lépésként sikerült  a      βB-βC hurok régióra 
lokalizálnunk egy, a hosszú távú mozgásban kulcsszerepet betöltő részt. Amikor a 
TAV CP-nek ezt a régióját építettük be a CMV CP-be, akkor a rekombináns csak a 
két vírus közös gazdanövényén okozott szisztemikus tüneteket, míg az uborkán 
csak lokális léziókat indukált. Az összes többi hurok régió cseréje nem okozta a 
szisztemikus terjedés megszűnését, bár a    βE-αEF hurok csere  hatására  a vírus 
szisztemikus terjedése lassabb lett a CMV-hez képest, a vírus két nappal később 
jelent meg a csúcsi levelekben, valamint a tünetek is halványabbak voltak. Ebben a 
hurok régióban található a 129-es aminosav is, melyről már korábban leírták, hogy 
megváltoztatása a vad típusú vírusénál gyengébb tüneteket indukálhat 
(Mochizuki és mtsai., 2011). Ez a tünettani változás lehetséges, hogy a felszíni 
hurok régiók flexibilitásának változásával magyarázható, hiszen a CMV βE-αEF 
hurok régiója flexibilisebb mint a TAV megfelelő régiója (Gellért és Balázs, 2010). 
Korábban Thompson és munkatársai (2006) „alanin scanning” mutagenezissel az 
öt felszíni hurok régió közül hármat vizsgáltak. A βD -βE, βH-βI és a βB -βC hurok 
régiók szerepét is bizonyították a vírus hosszú távú mozgásában az Fny-CMV/tök 
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vírus-gazdanövény rendszerben. Kísérleteik során több esetben a megváltoztatott 
nukleinsav sorrend helyett az eredeti állt helyre mutációkkal, ellentétben a mi 
kísérleteinkkel, amelyek során a beépített mutációk stabilak voltak. Kísérleteink 
alapján elmondhatjuk, hogy a CMV és a TAV felszíni köpenyfehérje hurkai közül 
a βB-βC hurok döntő befolyást gyakoro l a vírus szisztemikus terjedésére. Ebben a 
hurok régióban öt aminosav eltérés van a CMV és a TAV CP között. Ezeket a 
továbbiakban egyenként, illetve kettesével és hármasával vizsgáltuk. Nicotiana 
clevelandii tesztnövényen mindegyik mutáció stabil volt, és a legtöbb esetben a 
tünetek megegyeztek az R-CMV tüneteivel, azonban az R3E79R mutáns sokkal 
erősebb tüneteket indukált mint a szülői vírus, erős mozaik tünetek után törpülés, 
majd csúcsnekrózis alakult ki. Ez a megfigyelés teljesen új volt, korábban CMV 
izolátumok esetén ennek az aminosavnak patológiai szerepét még nem írták le. A 
mutáns vírusok szisztemikus terjedését uborka növényen vizsgálva 
megállapítottuk, hogy két mutáns (R3 E79R, R3PEI-78-80TRT) szisztemikus 
terjedése gátolt. A 79 aminosav pozícióba egy negatív töltésű aminosav helyére 
egy pozitív töltésű került, ami alapvetően megváltoztatta a fehérjefelszín 
elektrosztatikus potenciálját. Ez a töltésváltozás fehérjék közötti kölcsönhatásokra 
döntő befolyással lehet, például a P48-szerű floém fehérjékkel kialakuló 
kölcsönhatás kialakulására, ami feltétele a cucumovírusok hosszú távú 
mozgásának (Requena és mtsai., 2006). Korábban ezt a régiót is vizsgálták alanin-
scanning mutagenezissel, de nem találták kulcsfontosságúnak a CMV mozgásában 
tök növény esetén. A 79. pozíció változtatásával egyáltalán nem, míg a 78-as és 80-
as pozícióba alanint építve némileg csökkent a vírus szisztemikus terjedésének 
hatékonysága (Thompson és mtsai., 2006). Kísérleti eredményeiket megerősítik a 
mi eredményeink is, hiszen az R3I79A mutáns szisztemikus terjedése uborka 
növényen is jól működött, azonban más aminosavak beépítése drasztikus 
változást idézett elő. Ilyen változás volt a tünetek erősödése N. clevelandii 
növényen az arginin beépítésének hatására, valamint ugyanennél a mutánsnál a 
szisztemikus terjedés hiánya uborka növényen. Érdekes, hogy minden II. 
alcsoportba tartozó izolátumnál ebben a pozícióban glutaminsav található, míg az 
I. alcsoport izolátumainál mindig lizin, egy pozitív töltésű aminosav. Ráadásul az 
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I. alcsoport izolátumai általában hatékonyabban fertőzik az uborkát, erős törpülést 
és mozaikosságot okozva. Így önmagában a pozitív töltésű oldallánc megjelenése 
nem indokolja a tünetek, illetve a hosszú távú mozgás jellemzőinek változását. 
Valószínűleg az aminosav változás hatását egy tágabb környezetben, a hurok 
régiók flexibilitásának, illetve a teljes fehérjefelszín elektrosztatikus 
potenciálváltozásának figyelembevételével kell értelmeznünk, valamint a 
jelenségek teljes megértéséhez szükséges a növényben kölcsönhatásba lépő 
fehérjék pontos azonosítása. Mivel a CP 78-80 aminosavainak kulcsszerepét 
bizonyították a kísérleteink a cucumovírusok szisztemikus terjedésében, 
következő lépésben a TAV CP ezen régióját helyettesítettük a CMV megfelelő 
régiójával (pT3TRT78-80PEI), illetve a mutáns köpenyfehérjét a CMV MP mellé is 
beépítettük (pRT3TRT78-80PEI). Bár N. clevelandii növényeken a CMV RNS1 és 2 
jelenlétében mindkét mutáns fertőzőképesnek bizonyult, az uborka növényeken 
mindegyik csak lokális fertőzést indukált. Korábban Llamas és munkatársai (2006) 
az Fny-CMV egy hosszabb régióját (aa 60-148, ami tartalmazta a  βB-βC, βD-βE és 
a βE-αEF hurok régiókat) is beépítették a TAV CP -be, azonban ez sem volt elég a 
rekombináns vírus hosszú távú mozgásához uborka növényben. Ebben az esetben 
az aminosav sorrendben egymás után következő hurkok a fehérje felszín nem 
szomszédos részen helyezkednek el (Smith és mtsai., 2000), így valószínűleg 
funkcionális egységet sem alkothatnak. Mindenesetre az általunk vizsgált 
aminosav triádnak kulcsszerepe van a cucumovírusok szisztemikus terjedésében, 
de önmagukban nem elegendők a hosszú távú mozgás gazdanövény 
specifitásának meghatározásához. 
A vírusfertőzés során egy-egy patológiai jellemző gyakran csak egy 
vírusfehérjéhez, és annak is jól körülhatárolható részéhez köthető, azonban a 
vírusfertőzés folyamatának legtöbb szakaszához a különböző vírusfehérjék 
összehangolt működése és kölcsönhatása szükséges. A legrégebben leírt ilyen 
jellegű kölcsönhatás a replikáz komplex alkotórészei között ismert. A 
vírusfehérjék közül az 1a fehérje karboxi-terminális része lép kölcsönhatásba a 2a 
fehérje 126 aminosav hosszúságú amino-terminális régiójával, de ennek a 
kölcsönhatásnak a kialakulását a 2a fehérje foszforilációja gátolhatja (Kim és 
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mtsai., 2002; Suzuki és mtsai., 2003). A különböző genomi RNS-ek az egy 
vírusfajhoz tartozó vírusok esetében szabadon kicserélhetők, így reasszortáns 
vírusok alakulnak ki. Azonban a különböző cucumovírusok között csak az RNS3 
cserélhető ki szabadon, az RNS1 és 2 viszont nem (Rao és Francki, 1981) a két 
fehérje kompatibilitásának a hiánya miatt (Suzuki és mtsai, 2003). Ugyancsak 
közvetlen kölcsönhatást mutattak ki a 2a fehérje és a MP között, amiben a 2a 
fehérje amino-terminális 21 aminosava és a GDD motívum vesz részt, másrészt 
pedig a MP N-terminális 20 aminosava kell a kapcsolat kialakulásához (Hwang és 
mtsai., 2005, 2007). Ez a kölcsönhatás feltehetőleg rugalmasabb az 1a-2a 
kölcsönhatásnál, vagy konzerváltabb fehérjerégiót érint, hiszen reasszortánsok 
kialakulását nem akadályozza. Korábbi munkánk során megállapítottuk, hogy a 
CMV és a TAV között az RNS3-on kódolódó két fehérje sem cserélhető ki 
szabadon. Míg a CMV mozgási fehérjéje mind a CMV mind a TAV CP-vel 
életképes vírust alakít ki, addig a TAV MP csak a TAV eredetű CP-vel képes 
együttműködni. Az a rekombináns, mely a  TAV MP mellett a CMV CP-t 
tartalmazza protoplaszt rendszerben replikálódik, de növények inokulálása során 
már a szomszédos sejtekbe sem képes átjutni (Salánki és mtsai., 1997). Ezeknek az 
eredményeknek a tükrében vetődött fel az, hogy ennek a két fehérjének a 
kompatibilitása is szükséges lehet a cucumovírusok sejtről-sejtre terjedéséhez. A 
CMV és a TAV RNS3 fertőzőképes klónjait használva a rekombináns vírusok után 
rekombináns MP-t illetve CP-t hordozó vírusokat készítettünk. Egyrészt sikerült a 
MP karboxi-terminális 29/30 (CMV/TAV) aminosavára lokalizálnunk a CP 
specifitásért felelős régiót, másrészt a CP 149 karboxi-terminális része szükséges a 
megfelelő kölcsönhatások kialakításához a MP-nel, így a vírus sejtről-sejtre 
terjedéséhez. A CMV MP-ről korábban bizonyították, hogy a karboxi-terminális 33 
aminosava a tünetek megváltozása nélkül eltávolítható, és ilyen formájában még 
egy másik víruscsoportba tartozó vírus, a rozsnok mozaik vírus (Brome mosaic 
virus, BMV) sejtrő-sejtre terjedését is képes segíteni (Nagano és mtsai., 1997). Így 
nem meglepő, hogy ez a fehérjerész az, amelyik a vírusspecifitást biztosítja. 
Mindenesetre érdekes, hogy a szélesebb gazdanövénykörrel rendelkező, 
jelentősebb gazdasági károkat okozó vírus, a CMV MP-je rugalmasabb, mindkét 
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vírus CP-jével együtt tud működni, míg a TAV MP eredeti formájában csak a saját 
CP-jének jelenlétében képes a sejtről-sejtre terjedést biztosítani. A MP kicserélt 29 
aminosavnyi szakaszában semmilyen, közvetlenül a mozgási funkcióhoz 
kapcsolódó domént (pl. RNS kötő rész, plazmodezmatához kapcsolódásért felelős 
domén) nem azonosítottak, azonban a deléciós mutáns MP a vad típusnál erősebb 
RNS kötő aktivitással rendelkezik (Li és mtsai., 2001). A CP rekombinánsok 
elkészítéséhez a CP-k aminosav homológia viszonyait vettük alapul, és bár egy 
homológ régióba került a rekombinációs pont, először csak az egyik köpenyfehérje 
rekombináns volt fertőzőképes (az, amelyik a TAV amino-terminális része mellett 
a CMV karboxi-terminális részét hordozta). A szülői és a rekombináns vírusokat 
vizsgálva a lokális fehérje felszínek elektrosztatikus sajátságainak megváltozását 
tapasztaltuk a nem működő rekombináns esetén, amit két pontmutációval (62K, 
65R) sikerült korrigálnunk. Valószínűleg a vírusfertőzés folyamán elektrosztatikus 
komplementaritás (Náray-Szabó, 1993) szükséges a CP és egyes növényi illetve 
vírusfehérjék között a megfelelő kölcsönhatások kialakulásához. Jelenleg még 
nincsenek adatok arra vonatkozóan, hogy ez a régió milyen közvetlen 
kölcsönhatásban vesz részt, de kísérleteink alapján megállapíthatjuk, hogy a 
fehérje felszín töltéseloszlásának fontos szerepe van a vírus sejtről-sejtre 
terjedésében a vizsgált gazdanövényeken. A módosítást követően mindkét típusú 
rekombináns köpenyfehérjéből rendelkezésünkre állt olyan konstrukció, mely a 
CMV MP jelenlétében fertőzőképes volt. A TAV MP jelenlétében azonban csak az 
a CP fertőzött aminek amino-terminális része a CMV-ből, karboxi-terminális része 
pedig a TAV-ból származott. A CMV-ből származó régióban találhatók a vírus 
becsomagolódásához szükséges szekvenciaelemek az első 19 aminosavnyi részen 
(Schmitz és Rao, 1998), illetve a 15-40 aminosavig terjedő szakaszon (Kaplan és 
mtsai., 1998). A TAV-ból származó rész hordozza a patológiai szempontból fontos 
determinánsokat, így a 129-es és 193-as aminosavakat (Suzuki és mtsai., 1995; 
Shintaku és mtsai., 1992; Perry és mtsai., 1994, 1998; Mochizuki és mtsai., 2011), 
valamint a felszíni CP hurkok is mind ehhez a részhez köthetők. Mivel a TAV és a 
CMV CP aminosav sorrendje igen eltérő, a 3D szerkezet hasonlósága ellenére igen 
nehéz további életképes rekombináns köpenyfehérjéket készíteni. Összességében 
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elmondhatjuk, hogy a cucumovírusok sejtről-sejtre terjedéséhez a MP karboxi-
terminális 29/30 aminosavának kompatibilitása szükséges a CP karboxi-terminális 
2/3-ával.  
Mint az előzőekben bemutattuk, a cucumovírusok sejtrő-sejtre terjedéséhez 
szükség van a MP és a CP jelenlétére, ráadásul ennek a két fehérjének a 
kompatibilitása is szükséges. Felvetődött az a kérdés, hogy más víruscsoportba 
tartozó vírus mozgási fehérjéje képes-e helyettesíteni a CMV MP-jét, és ha igen, 
ennek milyen hatása lehet a vírus fertőzőképességére, gazdanövénykörére és 
tüneteire. Választásunk a CymRSV MP-re esett, aminek mozgási fehérjéje szintén a 
30K-típusú fehérjékhez tartozik, de a vírus köpenyfehérjéje nélkül is képes a 
sejtről-sejtre terjedést támogatni, sőt egyes Nicotiana fajokban a CP jelenléte nélkül 
még a hosszú távú mozgása is megtörténik (Dalmay és mtsai., 1993). A 
rekombináns vírus életképesnek bizonyult, egyes gazdanövényeket 
szisztemikusan, míg másokat csak lokálisan fertőzött. Más vírustaxonómiai 
csoportok között is sikerült már vírusok roved távú transzport funkcióit 
komplementálni (Ziegler-Graff és mtsai., 1991; Taliansky és mtsai., 1995). Ráadásul 
a vöröshere nekrotikus vírus (Red clover necrotic virus, RCNV) MP expresszáló 
növényekben el tudott terjedni egy rovar vírus, a Flock house virus, ami képes volt 
növényi sejtekben is replikálódni (Dasgupta és mtsai., 2001). Gyakran a 
fertőzőképes kiméra vírusok csak a sejtről-sejtre terjedés képességüket őrzik meg, 
gyakran nem fertőzik szisztemikusan a szülői vírusok gazdanövényeit (Solovyev 
és mtsai., 1996). A CMVcymMP vírus igen virulensnek tekinthető, hiszen 
hatékonyan mozog mind sejtről-sejtre, mind pedig szisztemikusan. Ehhez 
valószínűleg egyrészt a CymRSV MP jellege járulhat hozzá, ami genetikai háttértől 
függetlenül képes a növényi vírusok transzportját elősegíteni, valamint kicsi 
mérete, esetleg másodlagos szerkezete is kedvező lehet. Másrészt a CMV kicsi, 
osztott genomja megfelelő recipiensnek bizonyult. A növényi vírusoknál a 
megjelenő tünetek típusa a különböző növényi illetve vírus eredetű fehérjék, 
illetve az RNS-ek kölcsönhatásának az eredménye. A vírusok MP-je a mozgásban 
való részvétel mellett jelentősen befolyásolja a tünetek kialakulását mind a 
cucumovírusoknál, mind a tombusvírusoknál (Carrére és mtsai., 1999; Chu és 
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mtsai., 1999). Azoknál a gazdanövényeknél ahol mindkét szülői vírus lokális léziót 
indukál (C. quinoa, C. foetidum, C. murale) a hibrid vírus is lokális léziót okozott, 
aminek fenotípusa a CymRSV tüneteire emlékeztetett. Ez az eredmény 
alátámasztja a korábbi, más vírusoknál történt megfigyeléseket, miszerint a lokális 
lézió jellegében meghatározó szerepe a MP-nek van (Nejidat és mtsai., 1991; 
Solovyev és mtsai., 1996). Azoknál a gazdanövényeknél, amelyeket mindkét szülői 
vírus szisztemikusan fertőz, a hibrid vírus is szisztemikus tüneteket alakított ki, de 
a tünetek típusa egyik szülői víruséval sem egyezett meg. Ez érthető is, hiszen a 
MP más genetikai állományba került, egy új genomkombináció jött létre. A 
legérdekesebb azoknak a növényeknek a csoportja volt, ahol az egyik szülői vírus 
csak lokális, míg a másik szisztemikus fertőzést indukál. Ezek közül kettőnél (N. 
tabacum cv. Xanthi, N. debney) szisztemikus vírusfertőzést figyeltünk meg, míg a N. 
glutinosa növénynél csak lokális fertőzés alakult ki. Ezek a fertőzések arra utalnak, 
hogy a különböző gazdanövényeken a CymRSV más-más génje a hiperszenzitív 
válaszreakció elicitora. Míg a N. glutinosa növénynél az elicitor funkciót a MP 
önmagában betölti, addig az N. tabacum cv. Xanthi-nc esetén másik CymRSV gén 
szerepel elicitorként. Eredményeink Scholthof és mtsai (1995) eredményeivel 
vonható párhuzamba, aki burgonya x vírus (Potato virus x, PVX) vírusvektort 
használva megállapította, hogy a paradicsom bokros törpülés vírus (Tomato bushy 
stunt virus, TBSV) által indukált hiperszenzitív reakciót N. glutinosa növényeken a 
MP indukálja, míg N. tabacum cv. Xanthi-nc növényeken a p19 fehérje az elicitor. 
Az eredményeink ebben az esetben is a vírus-gazdanövény rendszer 
komplexitását bizonyítják, tehát a rendszer egy-egy összetevőjének 
megváltoztatása (legyen az a gazdanövény vagy a vírusfehérje) alapvetően 
befolyásolja a fertőzés lefolyását. 
A növényi vírusok genomja folyamatosan változik, így biztosítva az 
alkalmazkodás és megújulás lehetőségét. A változékonyság fő formája a 
rekombináció illetve az RNS replikáció során bekövetkező mutációk. A 
cucumovírusok közül a PSV az, amelyiknek változékonysága és az izolátumok 
rokonsági viszonyai legkevésbé ismertek. Az 1980-as években szerológiai 
módszerekkel vizsgált izolátumok és napjaink nukleinsav alapú besorolása közt 
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még mindig nem teljes az egyezés. Xu és mtsai. (1986) szerológiai vizsgálatok 
alapján négy szerotípust azonosítottak az USA-ban, míg Richter és mtsai. (1987) az 
európai izolátumokat hat szerológiai csoportba sorolták, ráadásul a fehérakácról 
származó izolátumot önálló vírusként (Robinia mosaic virus) tartották számon 
(Schmelzer, 1971; Richter és mtsai., 1979). Sajnálatos módon ezen munkák során 
feldolgozott izolátumok elvesztek, így további, nukleinsav alapú besorolásuk nem 
lehetséges. A nukleinsav alapú azonosítás során munkánkat megelőzően a PSV 
izolátumokat három alcsoportba sorolták (Naidu és mtsai., 1995; Hu és mtsai., 
1997, 1998; Yan és mtsai., 2005). Munkánk során izolált Rp-PSV teljes nukleinsav 
sorrendjét meghatároztuk és megállapítottuk, hogy mérete és génjeinek 
elhelyezkedése megegyezik a cucumovírusokra jellemző adatokkal és a 
cucumovírusokra jellemző összes szekvencia motívum is azonosítható volt. Az 1a 
fehérje N-terminális részén megtalálható a metiltranszferáz doménekre jellemző 
H….DxxR…Y motívum, aminek a genomi és szubgenomi RNS-ek CAP 
struktúrájának kialakításában van jelentős szerepe.  Szintén jelen van az a prolin 
gazdag rész, amely az 1a fehérje metiltranszferáz és helikáz doménjét választja el 
(O’Reilly és mtsai., 1998). A 2a fehérj e 601-603 aminosav pozíciójában 
azonosítottuk a GDD motívumot, amely rész az RNS függő RNS polimerázok 
Mg2+ kötésében meghatározó (Argos, 1988). A 2b fehérjében jelen van a bázikus 
aminosavakban gazdag sejtmagi lokalizációs szignál (Lucy és mtsai., 2000). A 3a 
fehérjében megfigyelhető a „30K” mozgási fehérje szupercsaládra jellemző 33 
aminosav hosszúságú erősen konzervált régió (Mushegian és Koonin, 1993). 
Mindhárom genomi RNS 5’ nem kódoló részén jelen van az a 40 nukleotid 
hosszúságú konzervált régió, amely a vírusreplikációban játszik meghatározó 
szerepet (McGarvey és mtsai., 1995; Boccard és Baulcombe, 1993). Az Rp-PSV 
RNS-einek teljes nukleinsav sorrendje a különböző alcsoportokból származó PSV 
izolátumok nukleinsav sorrendjével 77,6-84,2 % azonosságot mutatott. Ezen 
értékek alapján és az ICTV cucumovírusokra ajánlott kritériumai alapján 
(Roosinck és mtsai., 2006) az akácról izolált Rp-PSV egyértelműen a Peanut stunt 
virus fajhoz tartozó izolátum. Egy alcsoportba azon izolátumok sorolhatók, melyek 
nukleinsav sorrend azonossága 90 %-nál nagyobb, míg a fajon belül, alcsoportok 
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között az elvárt érték 70-80 % közötti (Hajimorad és mtsai., 1999). Az Rp-PSV 
nukleinsav sorrendje alapján határozottan elkülönül a korábban leírt 
izolátumoktól, így mindenképpen indokolt a IV. PSV alcsoport bevezetése, és 
ebben az alcsoportban az Rp-PSV tekinthető az alcsoportra jellemző típus-
izolátumnak. Korábban akácról származó PSV izolátumokat szerológiai jellemzők 
és hibridizációs eredmények alapján próbálták a leírt PSV alcsoportokba besorolni, 
de úgy találták, hogy mind az I. mind a II. alcsoporttól egyforma távolságra 
helyezkedik el (Militao és mtsai., 1998). Az Rp-PSV teljes nukleinsav sorrendjének 
birtokában ezek a korábbi eredmények teljesen érthetővé váltak, hiszen homológia 
viszonyok alapján mindkét izolátumtól távol helyezkedik el. Az RNS3 részletes 
nukleinsav sorrend analízise bizonyította, hogy a PSV izolátumok evolúciójában a 
rekombináció fontos szerepet játszott. Az egyik rekombinációs pontot az RNS3-on 
lokalizálódó két gén között, az intergénikus szakaszban találtuk, míg a másik a 
CP-ben, 47 nukleotiddal a stop kodon előtt helyezkedik el, így a rekombináció 
során majdnem a teljes CP cseréjére sor került. Az RNS3-ban TAV és CMV, illetve 
különböző alcsoportokhoz tartozó CMV kevert fertőzések esetén üvegházi 
körülmények között azonosítottak rekombinációs pontokat. Ezekben az esetekben 
a rekombinációs pontok egyenletesen oszlottak el az RNS3-on, megtalálhatók 
voltak mindkét fehérjét kódoló részeken illetve az intergénikus szakaszokon is, 
azonban ezeknek a rekombinánsoknak az életképessége rosszabb volt a szülői 
vírusokénál (de Wispelaere és mtsai., 2005; Pierrugues és mtsai., 2007). Bonnet és 
mtsai. (2005) arra a következtetésre jutottak, hogy egész vírusfehérjék cseréje 
rekombinációval a vírusevolúció során mindig kedvezőbb, mint a rekombináns 
fehérjék létrejötte. A rekombináció szerepét a cucumovírusok evolúciójában régóta 
vizsgálják és természetes környezetünkből származó izolátumok esetén eddig az 
IA és IB izolátumok esetén „ribonukleáz protection assay” módszerrel 
azonosítottak rekombinánsokat. Sajnos ezeknek a rekombinánsoknak a pontos 
nukleinsav sorrendje nem ismert, így a rekombinációs pont sem került 
azonosításra (Bonnet és mtsai., 2005; Escriu és mtsai., 2007). A korábbi munkák azt 
támasztották alá, hogy az osztott genom szegmenseinek cseréje illetve a 
rekombináció hatására is csökken a vírus „fitnesz”, éppen ezért a szelekció ezek 
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ellen a folyamatok ellen dolgozik, és így a hibrid genotípusok eltűnnek a vírus 
populációból (Bonnet és mtsai., 2005; Pierrugues és mtsai., 2007). Néhány esetben 
azonban a rekombinációnak szelekciós előnye lehet, és ilyen esetekben válhatnak 
dominánssá a víruspopulációban a rekombinánsok. Erre lehet példa egy 
Alstromeria-ról izolált CMV (Chen és mtsai., 2002). Az Rp-PSV köpenyfehérjéje 
legnagyobb része a III. alcsoportba tartozó Mi-PSV-vel mutatja a legmagasabb 
homológiát, míg az RNS3 többi régiója a II. alcsoportba tartozó W-PSV-re hasonlít 
jobban. Hogy ennek a rekombinánsnak a keletkezése mikor történt, illetve 
jelentett-e valamilyen előnyt speciális (pl. az akác) gazdanövények fertőzése során 
jelenleg nem ismert. Az Rp-PSV jellemzése felvetette azt a kérdést, hogy egyedi, 
különleges izolátumot találtunk, vagy a Pannon ökorégióban ez egy elterjedt, 
jellemző izolátum. Korábban hazánkban egy vörös heréről gyűjtött PSV-Tp 
izolátum részletes szerológiai és gazdanövénykör vizsgálata során bizonyították, 
hogy az akkor ismert egyik alcsoportba sem sorolható (Beczner és Devergne, 
1979). Sajnos ez az izolátum is elveszett, így ennek molekuláris jellemzését nem 
tudtuk elvégezni. Fehér akác növényekről további kilenc izolátumot gyűjtöttünk, 
és ezek részleges molekuláris jellemzését végeztük el. Mindegyik esetben az RNS3 
olyan részleges cDNS klónjait állítottuk elő, melyek mindkét rekombinációs 
pontot tartalmazták. A nukleinsav sorrend meghatározás és részletes szekvencia 
analízis bizonyította, hogy a Pannon ökorégió területén a rekombináns PSV 
izolátumok fordulnak elő, amelyek mintegy 96,3-98 % homológiát mutatnak 
nukleinsav szinten, ami jóval meghaladja az egy alcsoportba soroláshoz szükséges 
90%-os értéket. A legnagyobb különbséget egy Mezőcsáton gyűjtött PSV izolátum 
esetén találtuk, ahol az RNS3 3’ nem kódoló régiójában egy 196 nukleotid 
hosszúságú duplikációt találtunk. Ilyen jellegű duplikáció a PSV esetében eddig 
nem volt ismert, azonban TAV izolátumok esetén már megfigyelték (Palukaitis és 
Garcia-Arenal, 2003). Ezek alapján a Pannon ökorégióból származó 9 izolátum az 
Rp-PSV-vel szoros kapcsolatban áll, mindegyik a IV. alcsoportba tartozó 
izolátumnak tekinthető. A fehérakácról származó PSV izolátumok 
gazdanövénykörét és tünettípusait vizsgálva lényeges különbségeket nem 
találtunk. A többi alcsoporthoz képes lényeges eltérést Chenopodium amaranticolor 
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növényeknél találtunk. Ezen a gazdanövényen az Rp-PSV szisztemikus fertőzést, 
mozaik tüneteket és erős levéldeformációt okoz, míg a III. alcsoportba tartozó 
izolátumok ugyan szisztemikusan fertőzik a Ch. amaranticolort, de a csúcsi 
leveleken csak mozaik tünetek alakulnak ki levéldeformáció nélkül (Xu és mtsai., 
1998). Több, patológiailag jellemzett PSV izolátumról ismert, hogy a Ch. 
amaranticolor-t csak lokálisan fertőzi (Mink és mtsai., 1969; Beczner és Devergne, 
1979). Az Rp-PSV izolátumok szisztemikus terjedésében Nicotiana glutinosa 
növényeken találtunk egyedül különbséget. Míg az izolátumok egy része 
szisztemikusan fertőzte ezt a gazdanövényt, több izolátum csak lokális fertőzést 
okozott. Eddig a cucumovírusoknál a szisztemikus terjedésben elsődleges szerepet 
a köpenyfehérjének tulajdonítottak (Taliansky és Garcia-Arenal, 1995; Salánki és 
mtsai., 1997), valamint a 2b fehérje szerepét bizonyították még (Du és mtsai., 2008). 
Ebben az esetben feltehetőleg nem a köpenyfehérjékben van a döntő különbség, 
mivel nukleinsav illetve aminosav sorrendjeik meghatározása során nem találtunk 
olyan eltérést mely konzekvensen lenne jelen a lokálisan fertőző illetve 
szisztemikus izolátumokban. Így valószínűleg a 2b fehérjében kell keresnünk a N. 
glutinosa növény fertőzése során megfigyelt különbség genetikai hátterét. 
Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy a Pannon ökorégió területén azonosított 
PSV izolátumok egy egységes és jól elkülöníthető csoportot, a PSV IV. alcsoportját 
alkotják és az alcsoport kialakulásában RNS rekombinációnak is szerepe volt. 
Továbbra is kérdéses, hogy ez az izolátum a természetben az akácon kívül más 
gazdanövényen is előfordul-e, valamint, hogy Európában illetve más 
kontinenseken akác növényeken milyen PSV izolátumok fordulnak elő.  
Eddigi munkáink mind a cucumovírusok RNS3-hoz köthetők, azonban a 
patológiai jellemzők kialakításában az RNS1 és 2 által kódolt fehérjék is részt 
vesznek. Erre példa az Ns-CMV vizsgálata, ahol egy különleges fenotípus 
kialakításában az 1a fehérje 461-es aminosava bizonyult kulcsfontosságúnak. Ez a 
megfigyelésünk megfelel Lakshman és Gonsalves (1985) eredményeinek, akik az 
N-CMV törzs nekrotikus tüneteinek kialakulásáért szintén ezt a genomi 
szegmenst tették felelőssé. Kísérleteikhez még nem állt rendelkezésre biológiailag 
aktív transzkriptum, ezért a reasszortáns vírusok előállításához a szülői vírusok 
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genomi RNS-eit gélből izolálták. A CMV 1a fehérje szerepéről a tünetek 
módosításában kevés adat áll rendelkezésünkre, azonban erre mégsem a 
nekrotikus izolátum az egyetlen példa. A „Black Beauty” cukkíni fajtán (Cucurbita 
pepo convar. giromontia cv. Black Beauty) az I. alcsoportba tartozó CMV 
izolátumok felhasználásával (Fny-CMV, Sny-CMV) bizonyították, hogy az 1a 
fehérjének a tünetek súlyosságának és a hosszú távú mozgás sebességének 
meghatározásában döntő szerepe van, miközben a két izolátum replikációjának 
hatékonysága megegyezik (Roossinck és Palukaitis, 1990; Gal-On és mtsai, 1994).  
A CMV 1a funkcióit és szerkezetét illetően nagyon kevés közvetlen 
irodalmi adat áll rendelkezésünkre, viszont a szintén Bromoviridae családba tartozó 
BMV 1a fehérjéjét részletesen vizsgálták. Bár a két 1a fehérje aminosav szinten 
csak 55%-os homológiát mutat, szerkezeti elemeik megfeleltethetők egymásnak 
(O’Reilly és mtsai, 1998). Funkcionális vizsgálatok alapján a 461. aminosav az 1a 
N-terminális felén elhelyezkedő metiltranszferáz domén része (Kong és mtsai, 
1999; O’Reilly és mtsai, 1998). Enzimatikus aktivitásán kívül e doménen keresztül 
valósul meg az 1a-1a fehérje dimerizáció, melyről azt feltételezik, hogy a replikáz 
komplex kialakulásának első lépése, és így elengedhetetlen a vírus működéséhez 
(O’Reilly és mtsai, 1998). Az 1a fehérje másodlagos szerkezetének modellezése 
alapján a 461. aminosav egy amfipatikus α-hélix részét képezi, amely fontos 
szerepet játszhat az 1a fehérje stabilizálásában (O’Reilly és mtsai, 1998). Ha a CMV 
1a fehérjében is azonosított C-terminális helikáz domén globuláris szerkezete 
megbomlik (O’Reilly és mtsai, 1995), akkor a replikáz komplex létrejöttéhez 
szükséges 1a-2a kölcsönhatás is lehetetlenné válik (Kim és mtsai, 2002). A BMV 1a 
fehérje főleg a 367-480. aminosavak közötti szakasz segítségével kötődik 
membránhoz (den Boon és mtsai, 2001) ami szerkezeti elemeit tekintve megfelel a 
CMV 397-496. aminosavak közti régiójának. Érdekes módon a membránkötődésért 
felelős fehérjerészlet nagymértékben átfed az 1a globális stabilitását befolyásoló α-
hélixszel (O’Reilly és mtsai, 1998). Ez az egybeesés azt a lehetőséget is felveti, hogy 
a 461. aminosav környezete mind a konformáció stabilizálásában, mind a 
replikáció alapfeltételét jelentő membránasszociációban is kulcsszerepet játszhat. 
Az általunk vizsgált mutánsok közül három esetben bizonyítottuk az 1a fehérje 
               dc_341_11
108 
 
alapvető funkciójának, a replikációnak a gátlását. A C461P mutáns esetén az 
amfipatikus α-hélix szerkezet alapvetően megváltozott, a prolin beépítése törést 
okozott ebben a régióban, aminek következménye a teljes fehérjeszerkezet 
változása lehet. A C461E mutánsnál alapvető elektrosztatikus potenciálváltozás 
történt, ami a hélix alapvető szerkezetét nem befolyásolta, és a hidrofób rész 
töltéseloszlása, ami feltehetően a membránhoz kapcsolódást biztosítja nem 
változott. Ugyanakkor a hidrofil rész töltésének alapvető változása a fehérje-
fehérje kölcsönhatásokra alapvető befolyással lehet. Váratlan eredmény volt 
azonban, hogy C461N mutáns nem replikálódott protoplaszt rendszerben. Mivel 
ebben az esetben a hélix szerkezet illetve a töltéseloszlás sem változik, 
feltételezhető, hogy a hélix a komplex 1a fehérje felszínén található és közvetlen és 
nélkülözhetetlen szerepet tölt be a vírusreplikációban.  
Az összes többi mutáns replikálódott N. clevelandii protoplaszt rendszerben, 
azonban a továbbiakban két különböző válaszreakcióval találkoztunk a növények 
fertőzése során. Azoknál a mutánsoknál ahol a 461-es aminosav oldallánca pozitív 
töltésű (C461K, C461R) szisztemikus fertőzés alakult ki. A C461K mutáns 
replikációjának hatékonysága az összes többi mutánsénál gyengébb volt, és 
valószínűleg ennek következtében alakult ki a szisztemikus fertőzés 3-4 nappal 
később, mint a C461R mutáns esetén.  
Az Ns-CMV, a C461A és a C461S vírusok esetében hiperszenzitív reakció 
alakult ki a N. tabacum cv. Xanthi-nc és N. glutinosa növények fertőzése során. Az 
1a fehérje 461. aminosavának a gazdanövény hiperszenzitív reakciójának (HR) 
elindításában játszott szerepét a „gén a génhez” (gene-for-gene) elmélet 
segítségével értelmezhetjük. A „gén a génhez” elmélet szerint a HR 
kialakulásának előfeltétele egy gazda által kódolt receptor és az avirulencia faktor 
kompatibilis kölcsönhatása (Gabriel and Rolfe, 1990; Keen, 1990), ezért 
feltételezhetjük, hogy a 461-es aminosav cseréje olyan módon változtatja meg 
annak szerkezetét (ezáltal esetleg a különben rejtett domének hozzáférhetőségét) 
vagy felületi töltéseloszlását, hogy a fehérje a HR-t elindító receptor liganduma 
legyen. Lehetséges, hogy az 1a fehérje nem közvetlenül lép kölcsönhatásba az R 
proteinnel, hanem gazdafaktorokon keresztül, mint azt több esetben HR 
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kialakulása során feltételezték (Dangl and Jones, 2001; Schulze-Lefert, 2004). A 
HR-nek két alapvető, könnyen azonosítható jellemzője van. Egyrészt a fertőzés 
közvetlen helye körül nekrózis alakul ki a sejtek elpusztulásának következtében, 
másrészt a patogén lokalizálódik a növénynek erre a szegmensére. A karfiol 
mozaik vírus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) által Nicotiana fajokon kialakuló HR 
esetén bizonyították, hogy a rezisztencia illetve a nekrotikus sejthalál 
különválasztható (Cawly és mtsai., 2005) és külön-külön is indukálhatók (Cole és 
mtsai., 2001). Már a CMV esetében is sikerült a nekrotikus reakciót a vírus 
lokalizációjától elválasztani tehénborsó gazdanövény esetén (Kim és Palukaitis, 
1997). Az általunk vizsgált mutáns vírusok esetén a C461A és a C461S mutánsok 
esetén a vírusrezisztencia kialakult, míg a nekrózis nem indukálódott. Ezekre a 
kísérleti eredményekre teljes magyarázatot majd csak a kölcsönhatásban résztvevő 
fehérjék azonosítása, és a biokémiai utak teljes ismeretében tudunk majd adni. Egy 
vírusfertőzés következménye nagyon sok tényezőtől függhet, például a 
hőmérséklettől (Erickson és mtsai., 1999; Tarapowala és Culver, 1996) vagy a 
növény fejlődési stádiumától (Zheng és mtsai., 2004). A kísérleteink a fertőző vírus 
koncentrációjának fontosságát is bizonyították. Nagyon magas koncentrációjú 
vírust használva inokulumként, a HR helyett szisztemikus fertőzés alakulhat ki 
(Ns-CMV, C461S), azonban a C461S vírus esetén később a szisztemikusan fertőzött 
levél kisebb szegmensében lokalizálódik a vírus. Ebben az esetben valószínűleg a 
rezisztencia kialakulása nem elég gyors ahhoz, hogy a magas koncentrációjú 
vírust a fertőzött sejtek közvetlen környezetébe lokalizálja, azonban a növényi 
védekező rendszer a szisztemikus levelekben „utoléri” a vírust, és itt már 
sikeresen lokalizálja. Legerősebben a C461A vírus esetén indukálódik a 
rezisztencia, hiszen itt egyetlen esetben sem figyeltünk meg szisztemikus 
tüneteket, tehát a vírus „megszökését”. Ezek az esetek jól mutatják, hogy egy 
fertőző vírus különböző növényi válaszreakciókat indukálhat, akár különböző 
biokémiai utak is versenyezhetnek egymással, amelyek kölcsönösen hatással 
lehetnek egymásra. 
Mint minden tudományos kutatás, az uborka mozaik vírus–gazdanövény 
kapcsolatok vizsgálata is egy folyamat része, mely korábbi eredményekre épül, és 
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egyúttal alapját képezi további kutatásoknak. Az itt leírt munkák sok kérdésre 
választ adtak, bizonyos tünettípusok genetikai determinánsait sikeresen 
azonosítottuk, de sok újabb kérdés is felvetődött, elsősorban a fertőzött növényben 
kialakuló vírusfehérje-növényi fehérje kölcsönhatásokkal illetve az itt lejátszódó 
válaszreakciókkal kapcsolatban, ami a további kutatások kiindulópontja lehet. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS 
 
A növényi vírusok elleni védekezéshez a vírusfertőzés folyamatának 
megértése, a vírus-gazdanövény kapcsolatok megismerése elengedhetetlen. 
Vizsgálataink ezeket az alapvető ismereteket bővítették az elmúlt évek során.   
Különböző uborka mozaik vírus izolátumok (R-CMV, Trk7-CMV, Rs-CMV, 
Ns-CMV) felhasználásával két esetben sikerült jellemző tünetek genetikai 
determinánsát vírusfehérjék egyetlen aminosavához kötnünk. Az egyik esetben a 
köpenyfehérje, míg másik esetben az 1a fehérje egy-egy aminosavára lokalizáltuk 
a jellemző tünetekért felelős determinánst. 
Az első esetben a N. glutinosa növénynél az R-CMV által indukált törülésről 
bizonyítottuk, hogy a köpenyfehérje 193-as aminosavának megváltoztatása 
önmagában képes ezt a tünetet indukálni. Amennyiben ebben a pozícióban 
poláris, de töltéssel nem rendelkező oldalláncú aminosav helyezkedik el (szerin, 
aszparagin) kialakul a törpülés, míg pozitív töltésű oldallánc esetén (lizin) mozaik 
tünetek jelentkeznek. A tünetek kialakulásában szerkezeti vizsgálataink alapján a 
köpenyfehérje foszforiláltsági állapotának van szerepe.  
A másik esetben az Ns-CMV különleges patológiai jellegéért felelős 
aminosavat az 1a fehérje 461-es aminosavára lokalizáltuk. Ez az izolátum a 
legtöbb CMV-től eltérően hiperszenzitív válaszreakciót indukált N. tabacum cv. 
Xanthi-nc és N. glutinosa tesztnövényeken. Vizsgálataink során megállapítottuk, 
hogy nemcsak az Ns-CMV  1a fehérjéjében jelenlévő cisztein aminosav indukálja a 
különleges patológiai jellemzőket, hanem a szerin és az alanin aminosavak 
beépítése ugyanebbe a pozícióba szintén a vírus lokalizációjához vezet. 
Ugyanakkor az 1a fehérje 461-es pozíciójába prolint, aszparagint vagy 
glutaminsavat építve a vírus replikációja megszűnik. A 461. aminosav 
elhelyezkedését vizsgálva megállapítottuk, hogy ez a vírusfertőzésben több 
szempontból kulcsfontosságú rész az 1a fehérje egy amfipatikus      α-hélix részén 
helyezkedik el. A mutáns vírusok további vizsgálata azt is bizonyította, hogy a 
növény válaszreakciójában a vírusfertőzés során a fertőző inokulum 
koncentrációjának fontos szerepe van, valamint, hogy egyes esetekben a 
nekrotikus válaszreakció és a vírus lokalizációja szétválasztható. 
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Természetesen a vírusfertőzés során ritkábbak az ilyen esetek, amikor 
egyetlen vírusfehérje egyetlen aminosavára lokalizálhatók a megjelenő tünetek. 
Az esetek többségében a fertőzés kialakulásához a vírusfehérjék funkcionálisan 
fontos részeinek egymással, illetve a gazdanövéy fehérjéivel illetve 
nukleinsavaival való kölcsönhatása vezet.  
Munkánk során bizonyítottuk, hogy a köpenyfehérje βB -βC hurok részében 
elhelyezkedő három aminosavnak kulcsszerepe van a vírus hosszú távú 
mozgásában uborka növény esetén, azonban nem ez az egyetlen köpenyfehérje 
régió, ami a vírus hosszú távú mozgásában szerepet játszik ennél a 
gazdanövénynél. Ugyancsak bemutattuk, hogy a cucumovírusok sejtről-sejtre 
terjedésének alapfeltétele a mozgási fehérje karboxi-terminális részének 
kompatibilitása a köpenyfehérje karboxi-terminális kétharmadával. A szélesebb 
gazdanövénykörrel rendelkező CMV mozgási fehérjéje rugalmasabb a TAV 
mozgási fehérjéjénél, aminek szerepe lehet a vírus elterjedtségében is.  
Munkánk során bemutattuk azt is, hogy a CMV mozgási fehérjéje 
helyettesíthető egy másik víruscsaládba tartozó vírus (CymRSV) mozgási 
fehérjéjével. Ez a rekombináns vírus életképes, de az általa indukált tünetekre és a 
szisztemikus terjedésre alapvető, a gazdanövénytől függő hatással van az idegen 
mozgási fehérje megjelenése.   
A mezőgazdasági területeken, illetve természetes ökoszisztémában 
jelenlévő vírusoknak napjainkban csak egy része ismert és jól jellemzett, 
ugyanakkor ezek a vírusok is folyamatosan alkalmazkodnak a változó 
környezethez. Munkánk során a földimogyoró satnyulás vírus egy régóta ismert 
patotípusának a molekuláris jellemzését is elvégeztük. Megállapítottuk, hogy a 
Pannon ökorégió területén az akácról származó PSV izolátumok egy jól 
elkülönülő, új alcsoportot, a IV. alcsoportot alkotják. Ennek az alcsoportnak a 
kialakulásában RNS rekombináció szerepet játszott, majdnem a teljes 
köpenyfehérje kicserélődött a II. és III. alcsoport között. A rekombináció szerepet 
játszhatott az akáchoz, mint gazdanövényhez történő alkalmazkodás 
folyamatában.  
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7. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 
1. Bizonyítottuk, hogy az uborka mozaik vírus R izolátuma által okozott 
törpüléses tünetek kialakításáért N. glutinosa növényen a köpenyfehérje 
193-as aminosava a felelős. Ha ebben a pozícióban aszparagin vagy szerin 
található, a törpüléses tünetek kialakulnak, míg lizin jelenléte esetén 
mozaik tünetek alakulnak ki. A tünetek kialakulásában a molekula 
modellezés alapján a köpenyfehérje foszforilációs állapotának változása 
játszik szerepet. 
 
2. Megállapítottuk, hogy a CMV szisztemikus terjedésében a   βB-βC hurok 
régió 78., 79. és 80. aminosava játszik kulcsszerepet uborka növények 
esetén. Az uborkát szisztemikusan nem fertőző TAV hosszú távú 
mozgásának kialakításához ennek a régiónak a módosítása nem elég, így a 
hosszú távú mozgásban egyéb köpenyfehérje régióknak is meghatározó 
szerepe van. 
 
3. Igazoltuk, hogy a cucumovírusok sejtről-sejtre terjedésének feltétele a 
mozgási fehérje és a köpenyfehérje kompatibilitása. Ehhez a 
kompatibilitáshoz egyrészt a mozgási fehérje karboxi-terminális 30 (TAV) 
illetve 29 (CMV) aminosava, illetve a köpenyfehérje karboxi-terminális 150 
aminosava szükséges. Megállapítottuk, hogy a kompatibilitás kialakulása 
során a CMV MP kevésbé specifikus, mint a TAV MP, és ez a rugalmasság 
hozzájárulhat a CMV szélesebb gazdanövényköréhez illetve elterjedéséhez. 
 
4. Azonosítottunk a köpenyfehérje felszínén egy zsebet, melynek 
töltéseloszlása a vírus sejtről-sejtre terjedéséhez kulcsfontosságú. 
 
5. Bizonyítottuk, hogy a CMV mozgási fehérjéje heterológ (CymRSV eredetű) 
mozgási fehérjével helyettesíthető, és az így keletkező vírus fertőzőképes. 
Megállapítottuk, hogy a heterológ mozgási fehérje jelentősen módosíthatja 
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a CMV-re jellemző tüneteket. Csak lokálisan fertőződő gazdanövények 
esetén meghatározza a lokális léziók méretét, jellegét, míg mindkét szülő 
által szisztemikusan fertőződő gazdanövények esetén módosítja a 
vírusfertőzés tüneteit. Csak a CMV által szisztemikusan fertőzött 
gazdanövényeknél nem minden esetben marad meg a vírus szisztemikus 
terjedése, így a MP-nek a vírus hosszú távú mozgásában is fontos szerepe 
van.  
 
6. Elsőként állapítottuk meg, hogy a PSV evolúciójában a rekombináció fontos 
szerepet játszott. 
 
7. Leírtuk a PSV negyedik alcsoportját, mely alcsoport típustörzse a 
hazánkban akácon előforduló Rp-PSV. 
 
8. Bizonyítottuk, hogy a Pannon ökorégió területén, akác növényen a IV. 
alcsoport PSV izolátumai vannak jelen. 
 
9. Igazoltuk, hogy az Ns-CMV különleges patológiai tulajdonságaiért az 1a 
fehérje 461-es aminosava a felelős. Megállapítottuk, hogy ez az aminosav 
egy amfipatikus α-hélix részét képezi, és az aminosav jellege alapvető 
fontosságú a vírusreplikációban és a tünetek típusának meghatározásában 
is.  
 
10. Leírtuk, hogy a fertőző vírus koncentrációja kulcsfontosságú a növényi 
válaszreakció típusának meghatározásában. 
 
11. Bizonyítottuk, hogy hiperszenzitív reakció esetén a vírus lokalizációja és a 
nekrotikus fenotípus szétválasztható. 
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